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Introduction Générale
1

Il y aura maintenant bientôt 25 ans que Gerd Binnig et Heinrich
Röhrer ont inventé le microscope à effet tunnel à balayage (S.T.M. :
Scanning Tunneling Microscope) 1 [1, 2]. Il est en réalité plus adéquat
de parler de  nanoscope  puisqu'il rend possible l'observation d'atomes
et de molécules individuels, dont les dimensions caractéristiques sont
le nanomètre. Il permet alors d'accéder à la résolution atomique de
surfaces conductrices. A l'époque, l'organisation des surfaces et leurs
reconstructions étaient des sujets de première importance, comme par
exemple, la reconstruction 7 par 7 de la surface de silicium (111) [3].
Le S.T.M. présentait cependant le grand désavantage d'être limité à
l'observation d'échantillons suffisamment conducteurs d'électricité, ex-
cluant de ce fait un grand nombre de matériaux. C'est la raison pour
laquelle, dans la foulée de l'invention du S.T.M.,Gerd Binnig, Cal Quate
et Christoph Gerber ont mis au point, en 1986, le microscope à force
atomique (A.F.M. : Atomic Force Microscope) [4]. Son atout princi-
pal réside dans son vaste champ d'application, incluant les matériaux
isolants. Des surfaces de verre spécialement préparées, aux molécules
d'acide désoxyribonucléique, en passant par l'étude de fossiles ou de
denrées alimentaires, ses capacités semblent illimitées [5, 6, 7].
Ces microscopies à sonde locale (S.P.M. : Scanning Probe Micro-
scopy) ont ouvert de nouvelles perspectives à l'analyse des surfaces,
notamment dans le domaine très prometteur des nanotechnologies (na-
noélectronique, nanomécanique,...). Ces instruments se sont également
avérés très utiles dans de nombreuses recherches en chimie, mais aussi
en biologie [8, 9, 10, 11, 12], propulsant les biotechnologies au coeur
de toutes les préoccupations scientifiques (thérapie génique, capteurs
biologiques,...). Dans ce contexte, les S.P.M. sont susceptibles d'appor-
ter des informations complémentaires aux techniques de microscopie
électronique ou de spectroscopie généralement employées par les biolo-
gistes.
Bien que de nombreuses recherches aient abouti et que des résul-
tats importants aient été obtenus, l'application de l'A.F.M. et lorsque
c'est possible, du S.T.M., aux composés organiques est cependant loin
d'être triviale. Un effort de recherche concerté entre scientifiques de
tous les domaines est aujourd'hui plus que jamais indispensable, afin
que ces techniques puissent révéler toute l'étendue de leurs capaci-
tés, aussi bien dans les laboratoires de chimie, de biologie, de bio-
chimie ou pharmacie. Les avancées scientifiques et technologiques en
seront d'autant plus rapides et fructueuses. Il nous est dès lors ap-
paru comme évident de centrer notre travail de recherche autour de
l'interdisciplinarité et de collaborer activement aussi bien avec les
1Invention pour laquelle le prix Nobel de physique leur fut attribué en 1986.
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physiciens (L.A.S.M.O.S., L.P.S., L.I.S.E., L.A.R.N., L.P.M.E.) que
les chimistes (C.B.S., C.E.S., C.M.I., R.M.N., L.P.C.M.) et/ou les bio-
logistes (U.R.B.M., U.R.B.C., C.E.I.B., C.I.P.), que ce soit avec des
membres internes aux F.U.N.D.P. ou appartenant à d'autres universi-
tés belges. Nos études visent donc à améliorer nos connaissances sur
des systèmes bio- et nano-technologiques, grâce à l'utilisation des mi-
croscopies à effet tunnel à balayage et à force atomique.
Cependant, avant même de débuter toute recherche, plusieurs dif-
ficultés doivent être surmontées. Il est en effet difficile de se rendre
compte des difficultés inhérentes à ces techniques S.T.M. et A.F.M.
sans les avoir expérimentées par soi-même. Il s'agit d'abord d'instru-
ments de mesures nécessitant un ajustement permanent des paramètres
de contrôle, requérant à tout instant la présence de l'expérimentateur
au chevet du microscope, ainsi que toute son attention. Déjà dans le cas
hypothétique d'un échantillon parfaitement adapté à cette technique,
il est important de réaliser que ce type de mesure nécessite un investis-
sement en temps plus que conséquent. La réalisation d'analyses S.T.M.
/ A.F.M. subit en plus d'autres contraintes. Les échantillons doivent
d'abord être immobilisés sur un substrat, de préférence, atomiquement
plat. Son identification, fonction de ses propriétés structurelles et élec-
troniques, est donc d'une importance capitale. Pour chaque étude, il
faudra dès lors identifier le substrat adéquat : graphite, film d'or, pla-
tine, mica, fluorure de calcium, tantale,... Il est ensuite nécessaire de
mettre au point le mode de dépôt de l'échantillon sur le substrat et de
déterminer l'environnement idéal pour les mesures : solution aqueuse,
air,... Nombre de couches moléculaires, par exemple, s'adsorbent sur
des substrats de manière ordonnée en milieu liquide. Ces couches auto-
assemblées constituent des systèmes idéaux pour la compréhension de
l'organisation bidimensionnelle de molécules organiques physisorbées.
Elles représentent également des modèles dans l'étude des interactions
molécules-substrats et molécules-molécules [13]. Ces films physisorbés
sont aussi au centre de nombreuses applications technologiques trai-
tant, par exemple, de l'adhérence, la lubrification ou de la mécanique
moléculaire. L'imagerie S.T.M. permet de plus d'en étudier la chiralité,
la réactivité et certains phénomènes dynamiques se produisant en leur
sein [14, 15].
Dans le cadre d'études de composés organiques ou de biomatériaux,
un autre problème réside dans la préparation des échantillons. En tant
que physicien, notre expérience en matière de préparation d'échantillons
chimiques ou biologiques reste limitée. Nos collaborateurs ne sont pas
non plus toujours conscients des exigences spécifiques de nos instru-
ments. Ces analyses nanoscopiques requièrent une immobilisation sur
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un substrat, sans que la liaison ne déforme trop les molécules. Cette
liaison nécessite souvent l'utilisation d'une couche d'accrochage. La plu-
part des capteurs biologiques étudiés à l'heure actuelle ont notamment
recours à l'utilisation de couches d'alcanethiols ou d'organosilanes, par
exemple. Une connaissance approfondie de leur structure et proprié-
tés est dès lors primordiale pour la conception de dispositifs efficaces.
L'importance à l'échelle moléculaire que représentent ces couches auto-
assemblées (aussi bien physisorbées que chimisorbées) est indiscutable.
C'est la raison pour laquelle une partie des recherches réalisées au cours
de ce travail leur est consacrée. Les autres thèmes de recherche étudiés
concernent des biomolécules et des biomatériaux.
Le choix du composé biologique à étudier s'est imposé de lui-même.
Quelle molécule est plus représentative du vivant que l'acide désoxy-
ribonucléique (l'A.D.N.) ? Nous nous sommes ainsi engouffré dans le
monde mystérieux de la génétique, guidé par nos collègues biologistes
(U.R.B.C.). L'importance fondamentale de cette molécule, ainsi que
l'espoir énorme qu'engendre sa manipulation, ont rapidement attisé
notre curiosité. C'est plus précisement dans le cadre de la transfection
cellulaire et à plus long terme de la thérapie génique que nous avons
pu mettre nos dispositifs à la disposition de la biologie.
Les biomatériaux retiennent depuis quelques années l'attention du
monde médical et scientifique. L'orthopédie, par exemple, est une des
disciplines nécessitant de manière routinière de tels matériaux afin de
remplacer des os, dans ce cas précis. Des implants métalliques sont en
effet couramment utilisés pour remplacer ou supporter des parties de
corps perdues ou dégradées. Leur utilisation, quoique déjà répandue,
pose encore de nombreux problèmes, notamment de résistance à long
terme et d'intégration dans les tissus. Contre toute attente, les tech-
niques de microscopie à sonde locale semblent très bien adaptées à la
caractérisation de tels systèmes, comme le prouveront les résultats ob-
tenus.
Nous nous sommes également attardé sur des molécules se révélant
intéressantes aussi bien du point de vue structurel qu'électronique, en
vue de leurs applications en électronique moléculaire. En effet, nombre
de molécules biologiques sont pressenties comme composants princi-
paux d'applications technologiques telles que des capteurs solaires, des
puces ou des capteurs biologiques,... Parmi le nombre incalculable de
composés intéressants, les porphyrines jouent un rôle tout particulier.
Elles ont en effet prouvé leur grande efficacité de conversion de l'éner-
gie solaire. La réalisation de capteurs nécessite leur adsorption sur des
substrats métalliques. C'est pourquoi nous nous y sommes intéressé de
plus près.
La construction de dispositifs électroniques biomoléculaires peut
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également être réalisée grâce à la formation de couches de protéines sur
des substrats [16]. Une connaissance précise de leur adsorption et de leur
degré d'assemblage sur des substrats métalliques est indispensable à la
réalisation de capteurs biologiques efficaces. Dans ce contexte, la combi-
naison de plusieurs techniques expérimentales complémentaires est né-
cessaire à leur caractérisation. Parmi celles-ci, les microscopies à sonde
locale se sont révélées, une fois encore, essentielles à la détermination de
l'ordre à l'échelle moléculaire. La déduction de l'épaisseur des couches
moléculaires adsorbées, difficile à obtenir par les techniques usuelles,
constitue l'information majeure déduite avec notre appareillage.
Finalement, le problème de la reconnaissance moléculaire, et plus
particulièrement de l'interaction ligand-récepteur, a retenu notre atten-
tion. Cette reconnaissance spécifique entre un ligand et son récepteur
régule le déroulement et l'organisation des principaux systèmes biolo-
giques. C'est la raison pour laquelle ils sont actuellement largement
étudiés. Leur possible application dans toute une série de capteurs bio-
logiques, par exemple, est également à la base de leur succès. Dans ce
cadre, nous montrerons que des mesures de force permettent de sonder
l'interaction entre ces molécules.
Au cours de ces quatre années de recherche nous avons avant tout
collaboré avec de nombreux laboratoires, en relevant d'énormes défis
scientifiques et techniques. Pour cela, nous devions tout d'abord acqué-
rir une connaissance et une maîtrise approfondie des techniques utilisées
(S.T.M. / A.F.M.). La première partie de cette thèse rend compte de
ce savoir et savoir-faire. Nous y décrirons chaque type de microscope
utilisé et la manière de s'en servir. Elle servira à l'interprétation des
résultats et pourra constituer une référence pour toute personne dé-
sireuse et/ou susceptible d'utiliser un microscope à sonde locale. Le
S.T.M. étant le plus ancien microscope à sonde locale, il est détaillé en
premier lieu, tout au long du chapitre 1. Après en avoir brièvement ex-
posé les principes de base, les concepts théoriques nécessaires à la bonne
compréhension de son fonctionnement, sont détaillés. L'interprétation
adéquate à donner aux résultats obtenus sera alors abordée. Les divers
éléments constitutifs de ce  nanoscope  sont également discutés d'un
point de vue plus pratique. Le microscope à force atomique est l'objet
du second chapitre. Ses différents modes de fonctionnement, ainsi que
les principaux modèles théoriques associés, y sont développés. Les ca-
ractéristiques des substrats utilisés seront finalement présentées pour
chacune de ces techniques.
Les résultats expérimentaux sont présentés dans la seconde par-
tie de cette thèse. Elle est divisée en quatre chapitres. Dans le pre-
mier, nous analysons des monocouches auto-assemblées (S.A.M.s). Ces
couches moléculaires s'organisent de manière spontanée sur des sub-
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strats. Ces dépôts peuvent être classés en deux catégories : les mo-
nocouches simplement physisorbées et les chimisorbées. Toutes deux
ont été soumises à investigation. Les S.P.M. utilisés ont ainsi pu ré-
véler leur structure à l'échelle moléculaire, voire atomique. Dans ce
contexte, la technique totalement révolutionnaire des pointes S.T.M.
fonctionnalisées a grandement facilité notre travail de recherche, nous
permettant même d'identifier la position de groupements fonctionnels
particuliers au sein de molécules. Des couches physisorbées en milieu
liquide d'esters et d'acides gras sont analysées dans les deux premières
sections [17, 18, 19]. Les deux dernières traitent de couches moléculaires
chimisorbées (composées d'alcanethiols ou de thiocyanates) [20].
Le second chapitre présente une étude A.F.M., centrée autour de
l'A.D.N., réalisée en collaboration avec des biologistes (Dr S. Pirotton,
U.R.B.C.) et des chimistes (Pr Ph. Dubois, L.P.C.M.) [21]. L'impor-
tance capitale de cette molécule n'est plus à démontrer. Elle possède
notamment la propriété de se dupliquer et d'être transmise aux descen-
dants, lors de la reproduction des organismes. De temps en temps, elle
peut subir des dégradations ou altérations, ou encore des modifications
minimes à la base de maladies génétiques. De nouvelles perspectives de
guérison sont actuellement possibles. Le décryptage du génome humain
en constitue un premier pas. L'étape suivante réside dans l'élaboration
de vecteurs d'acides nucléiques permettant leur internalisation dans une
cellule. On peut alors transfecter la cellule, avec un gène fonctionnel,
pour remplacer le gène déficient. C'est dans ce contexte que se sont
déroulées nos expériences. En effet, des chercheurs ont récemment mis
au point un nouveau procédé de condensation de l'A.D.N. Celui-ci per-
met la formation de complexes à l'aide d'A.D.N. et d'un ou plusieurs
polymères cationiques. Les complexes ainsi formés possèdent la pro-
priété de pénétrer rapidement à l'intérieur des cellules et du noyau.
Nos expériences démontrent une approche originale, basée sur l'obser-
vation directe, qui révèle l'effet de facteurs structurels des complexes
sur certains facteurs fonctionnels (la bonne expression du gène codé
par l'A.D.N. condensé et inséré, mécanisme appelé transfection). Nous
avons alors pu déterminer si les propriétés physiques des condensats
formés jouaient un rôle dans ce mécanisme de transfection.
Le troisième chapître traite des implants métalliques, étudiés en col-
laboration avec un laboratoire de chimie (D. Aubry et Pr Z. Mekhalif,
C.E.S.) [22, 23]. Récemment, de nouvelles techniques ont été mises en
oeuvre afin d'améliorer leur intégration dans les os et leur résistance à
long terme. Parmi celles-ci figure la formation d'une couche d'apatite
à la surface de l'implant. La partie minérale de l'os présente en effet
de grandes similitudes structurelles et fonctionnelles avec cette couche
d'apatite. Cette couche favorise alors l'intégration de l'implant dans les
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os. Nous nous sommes donc aidé des microscopies A.F.M. pour carac-
tériser la croissance de cette apatite sur de l'oxyde de tantale. Celle-ci
a été réalisée à l'aide d'une monocouche intermédiaire entre l'oxyde de
tantale et l'apatite même. Quatre couches intermédiaires (différentes
par leur groupement terminal) ont été étudiées, ainsi que leur influence
sur les vitesses de croissance de l'apatite. Les différents stades de prépa-
ration, de caractérisation et d'interprétation sont regroupés en sections
par étape, après de brèves introductions aux implants et à l'apatite. Ces
analyses A.F.M. ont alors pu être confrontées notamment aux résultats
obtenus par microscopie électronique à balayage et spectroscopie de
photoélectrons X. Nos mesures ont ainsi confirmé les données déjà re-
cueillies et ont permis une visualisation tridimensionnelle des surfaces.
Le dernier chapitre est dévolu aux applications technologiques. Dif-
férentes molécules ont ainsi été sélectionnées pour leur utilisation poten-
tielle au sein de capteurs solaires et/ou biologiques. De nombreuses mo-
lécules s'offraient à nous, mais les porphyrines ont retenu notre atten-
tion. En effet, leurs propriétés chimiques et physiques leur promettent
un rôle important dans les architectures et l'ingéniérie biomoléculaire à
venir. Une section leur est consacrée. Nous y décrivons l'assemblage de
trois espèces de porphyrines différentes, adsorbées sur du platine (111).
La conformation géométrique de ces trois porphyrines est sondée par
microscopie à effet tunnel à balayage. Ces mesures sont discutées en
fonction de résultats de spectroscopie non-linéaire obtenus au labora-
toire L.A.S.M.O.S. [24, 25].
Une seconde section de ce chapitre étudie l'adsorption d'une pro-
téine, la protéine fluorescente verte (G.F.P. : Green Fluorescent Pro-
tein), sur un substrat de platine. Une connaisance précise de l'adsorp-
tion de protéines (et de la G.F.P. en particulier) sur des substrats
métalliques est indispensable à la réalisation de capteurs biologiques
puissants. L'A.F.M. permet, dans ce cadre, la caractérisation de ces
assemblages. La connaissance de l'épaisseur des couches moléculaires
adsorbées a constitué l'apport majeur de cet appareillage dans ce type
d'analyse [26]. La structure de cette G.F.P., et les propriétés qui en
découlent, y sont également résumées.
Pour terminer, nous nous sommes intéressé à la reconnaissance mo-
léculaire spécifique entre deux biomolécules. Le système étudié est le
complexe biotine (ou plus précisément la biocytine) - avidine, qui fait
office de modèle en ce domaine. La forte affinité entre les molécules
constituant ce complexe en fait d'excellents outils dans de nombreuses
recherches, telles que dans les études impliquant les capteurs biolo-
giques [27]. Au cours de nos expériences, nous avons d'abord voulu
vérifier, par microscopie de force, l'adsorption d'une couche de biocy-
tine à la surface d'un substrat, le fluorure de calcium. La spectroscopie
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de force, réalisée à l'aide de pointes A.F.M. fonctionnalisées par de l'avi-
dine, a de plus permis la quantification de l'interation entre la biocytine
et l'avidine.
Avant de terminer cette introduction, soulignons le fait que toutes
les mesures microscopiques présentées dans cette thèse ont été obte-
nues à pression atmosphérique et à température ambiante (à l'air ou
en phase liquide). La qualité des images obtenues dans ces conditions
constitue déjà, en soi, une véritable prouesse technique et scientifique.
En effet, beaucoup d'images S.T.M. et A.F.M. sont présentes dans la
littérature mais relèvent d'expériences réalisées sous ultra-haut vide (et
bien souvent à basse température), évitant nombres de perturbations
extérieures éventuelles. Nous avons dès lors, à température et pression
ambiante, dû trouver des alternatives permettant d'améliorer la qualité
des résultats. Ce fut notamment réalisé par l'application de la technique
des pointes fonctionnalisées et de l'amélioration de la préparation des
substrats.
Finalement, la dernière partie de cette thèse résume l'ensemble des
résultats et des conclusions à tirer de nos recherches, ainsi que l'apport
indiscutable des nanoscopies dans l'étude de la matière molle. Cet
apport en conditions réalistes de température et de pression constitue
véritablement l'aspect novateur de cette thèse. Ce petit coup de pouce
à l'avancement de la science est renforcé par deux résultats de pre-
mier plan concernant la fonctionalisation des pointes. Dans un premier
temps, il s'agit des pointes S.T.M. Leur modification permet la distinc-
tion de groupements chimiques et de leur orientation. Dans un second
temps, il s'agit de pointes A.F.M. Leur fonctionalisation autorise la me-
sure de la force d'interaction entre deux molécules biologiques lors de
leur reconnaissance.
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Chapitre 1
La microscopie à effet tunnel
Résumé
Le microscope à effet tunnel à balayage est le plus ancien microscope
à sonde locale, ayant permis une imagerie à l'échelle nanométrique. Il
est à l'origine d'avancées considérables en science des surfaces. Cette
technique performante constitue l'un des principaux appareillages utili-
sés lors de la réalisation de ce travail. Ce chapitre lui est entièrement
consacré. Après en avoir brièvement exposé les principes de base, la
seconde partie de ce chapitre sera dédiée aux concepts théoriques, né-
cessaires à la bonne compréhension du fonctionnement de ce disposi-
tif. Nous aborderons alors l'interprétation adéquate à donner aux ré-
sultats obtenus. La section suivante détaille les éléments constitutifs de
ce  nanoscope  d'un point de vue plus pratique. Enfin, seront présen-
tées les caractéristiques des substrats utilisés lors de nos nombreuses
recherches à l'aide de ce dispositif.
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Chapitre 1. La microscopie à effet tunnel
1.1 Introduction
Comprendre la structure atomique des matériaux, le comportement
des atomes en surface, la nature et les propriétés électroniques à l'échelle
atomique, a été un des chevaux de bataille des recherches théoriques et
appliquées depuis de nombreuses décennies. Jusqu'il y a peu, notre ima-
gination et notre intuition de la physique à l'échelle atomique n'étaient
vérifiées que par quelques techniques expérimentales, difficiles à manier
et ne fournissant qu'un aperçu indirect ou incomplet de la structure
atomique des surfaces.
Le développement rapide de la microscopie à effet tunnel à balayage
(S.T.M. : Scanning Tunneling Microscopy) [1, 2, 28, 29], dans les an-
nées 80, a complètement révolutionné notre approche des recherches
des propriétés de la matière à l'échelle atomique. Ce microscope à effet
tunnel à balayage est l'ancêtre de tous les microscopes à champ proche,
ou, de manière plus générale, microscopes à sonde locale (S.P.M. :
Scanning Probe Microscopes). Il s'agit d'un ensemble de microscopes
dont font aussi partie le microscope à force atomique (A.F.M. : Ato-
mic Force Microscope) [4, 30, 31], le microscope à force électrostatique
(E.F.M. : Electrostatic Force Microscope), le microscope à force magné-
tique (M.F.M. : Magnetic Force Microscope),. . . Ces instruments sont
tous caractérisés par un balayage, point par point, d'une sonde locale
placée à quelques distances atomiques de la surface. L'image obtenue
représente alors une cartographie d'une grandeur physique, caractéris-
tique de l'objet sondé.
C'est la réalisation, en 1982, d'une expérience, décrite dès la fin des
années 1920 comme une conséquence de la mécanique quantique, qui
est à l'origine de la microscopie à effet tunnel. Gerd Binnig, Heinrich
Röhrer, Christoph Gerber et Edmund Weibel, chercheurs au labora-
toire I.B.M. de Zürich mesurent en effet un courant d'électrons entre
deux électrodes métalliques séparées de quelques nanomètres dans le
vide [1, 2, 28, 29]. Ils constatent également la dépendance exponen-
tielle de ce courant, appelé  courant tunnel , en fonction de la distance
séparant les deux électrodes. Cette découverte marque le démarrage
d'une technique de pointe dans l'étude de matériaux conducteurs ou
semiconducteurs : la S.T.M. Son essor fut ensuite grandement facilité
par les connaissances théoriques déjà acquises aussi bien en mécanique
quantique qu'en physique des surfaces. En quelques années à peine,
cette microscopie a ouvert la voie à une vision nouvelle des surfaces
(métalliques), répondant ainsi à la quête des physiciens, métallurgistes
et chimistes et suscitant l'intérêt des biologistes.
Depuis lors, de nombreux progrès ont rendu cette technique incon-
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tournable pour l'analyse directe de surfaces et interfaces à l'échelle ato-
mique. L'intense activité autour de cet instrument est de plus en plus
motivée par ses applications éventuelles dans le domaine des nanotech-
nologies, ainsi que par sa capacité à imager et à manipuler des atomes
dans des environnements divers (que ce soit à l'air, sous une atmo-
sphère de gaz inerte, en milieu liquide ou sous ultra-haut vide) et à
des températures allant de 4K à 1500K. La reconnaissance de l'avancée
technologique et des potentiels incroyables que constitue cette tech-
nique fut avérée en 1986 lorsque ses inventeurs G. Binnig et H. Röhrer
se virent décerner le prix Nobel de physique 2, conjointement avec E.
Ruska (pour sa construction du premier microscope électronique).
1.2 Concepts théoriques
1.2.1 Principe de base
Le principe de base du S.T.M. est assez simple. Une fine pointe
métallique est amenée suffisamment près de la surface de l'échantillon
pour qu'un courant d'électrons, fini et mesurable, puisse circuler par
effet tunnel entre la pointe et l'échantillon. Ce courant d'électrons, ap-
pelé courant tunnel, dépend fortement, comme nous le verrons plus loin,
de la distance pointe-échantillon mais également de la densité électro-
nique locale de la surface de l'échantillon. Il sera élevé aux endroits
de forte densité et moindre aux endroits de faible densité électronique.
En balayant, point par point, la surface de l'échantillon, nous pouvons
ainsi cartographier les lieux de forte densité électronique locale (sous
formes de points clairs), qui nous donnent, en première approximation
et sous certaines conditions, une indication sur la position des atomes.
Mais avant d'entrer dans les détails techniques, il est primordial de
comprendre ce qu'est l'effet tunnel.
L'effet tunnel
L'effet tunnel est un processus purement quantique. De manière
générale, il survient lorsqu'une particule est capable de traverser une
barrière de potentiel (ni trop haute, ni trop large) qui lui est classi-
quement interdite [33]. Ce processus est à l'origine de nombreux phé-
nomènes tels que le rayonnement α (i.e. émission de noyaux d'hélium
2The Royal Swedish Academy of Sciences has decided to award the 1986 Nobel
Prize in Physics by one half to Dr Gerd Binnig and Dr Heinrich Rohrer, IBM
Research Laboratory, Zurich, Switzerland, for their design of the scanning tunnelling
microscope" [32].
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Fig. 1.1  Schéma de la fonction d'onde d'un électron traversant une
barrière de potentiel à une dimension de forme rectangulaire, de largeur
d et de hauteur V0 [34].
au travers du potentiel généré par l'interaction nucléaire attractive)
ou l'ionisation de l'atome d'hydrogène soumis à un champ électrique
(i.e. passage des électrons liés au noyau au-delà du potentiel créé par
la superposition du potentiel atomique coulombien et du potentiel dû
au champ électrique appliqué) [33]. C'est également, comme son nom
l'indique, le phénomène physique à la base de notre microscope à effet
tunnel à balayage.
Théorie simplifiée
Examinons les solutions de l'équation de Schrödinger pour une bar-
rière de potentiel simple, afin de déterminer les propriétés essentielles
de l'effet tunnel [33]. Intéressons-nous au schéma de la figure 1.1. Soit
donc, une particule de masse m (un électron dans notre cas) possédant
une énergie E et se propageant dans le sens positif suivant l'axe des
x. Cet électron se trouve en présence d'une barrière de potentiel de
largeur d et de hauteur V0 > 0. Le problème consiste donc à trouver
une expression du  courant tunnel , c'est-à-dire du courant d'électrons
passant par effet tunnel entre les régions I et III, au travers de la bar-
rière de potentiel que constitue la région II. Il nous faut donc calculer
la probabilité de trouver la particule quantique de l'autre côté de la
barrière de potentiel, région classiquement interdite (V0 > E). Pour
chacune des trois régions (I, II et III), les solutions des équations de
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Schrödinger peuvent s'écrire
φ1(x) = Ae
ikx +Be−ikx pour x < 0
φ2(x) = Ce
κx +De−κx pour 0 ≤ x ≤ d
φ3(x) = Fe
ikx +Ge−ikx pour x > d
où nous disposons de 6 constantes d'intégration (A, B, C, D, F, G) et
où on a posé
k2 =
2mE
~2
et κ2 =
2m(V0 − E)
~2
(1.1)
En appliquant des conditions aux limites sur les fonctions d'onde φi
et leur dérivée première dφi/dx en x = 0 et x = d 3, en normalisant
la densité de probabilité et en supposant qu'aucune particule n'arrive
sur la barrière à partir de la droite (c'est-à-dire en posant G = 0), nous
nous retrouvons en présence d'un système de quatre équations à cinq
inconnues. Nous pouvons dès lors obtenir une expression du coefficient
de transmission (qui ne dépend que du rapport F/A) de sorte que
T (E) =
F
A
=
4E(E − V0)
4E(E − V0) + V 20 sin2 d~
√
2m(E − V0)
(1.2)
Le graphe de ce coefficient de transmission en fonction de l'énergie
E de l'électron incident est présenté à la figure 1.2. Le cas classique
y est représenté par la courbe orange : le coefficient de transmission
y est nul tant que l'énergie de l'électron E est inférieure à la hauteur
V0 de la barrière et de 100% lorsque E > V0. Le cas quantique (celui
qui nous intéresse) est représenté par les courbes rouge, verte et bleue,
où l'on peut voir que le coefficient de transmission n'est pas nul dans
la région classiquement interdite (E < V0) : c'est l'effet tunnel. Dans
le cas de barrières épaisses (lorsque κd >> 1), l'équation 1.2 peut se
réduire aisément à :
T (E) ' 16 k
2κ2
(k2 + κ2)2
e−2κd (1.3)
Cette vision unidimensionnelle du S.T.M. n'est qu'approximative
mais présente clairement la dépendance exponentielle du coefficient de
transmission avec la largeur de la barrière de potentiel, d (équation 1.3).
Cette dépendance est à la base de l'excellente résolution verticale du
3Les conditions aux limites se résument dans les quatre équations suivantes :
φ1(0) = φ2(0) et φ2(d) = φ3(d)
dφ1/dx = dφ2/dx en x=0 et dφ2/dx = dφ3/dx en x=d
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Fig. 1.2  Graphe présentant le coefficient de transmission à travers
une barrière de potentiel, d'un électron en fonction de l'énergie E de
l'électron et de la largeur d de cette barrière de potentiel. La courbe
orange représente le cas classique.
S.T.M. En effet, il est facile de montrer, à partir de l'équation ci-dessus,
qu'un changement de seulement 1 Å dans la largeur de la barrière (d)
modifie le coefficient de transmission d'un ordre de grandeur.
Les modèles unidimensionnels de l'effet tunnel d'un électron entre
deux électrodes métalliques, séparées par un isolant, sont ceux sur les-
quels se sont basés Binnig, Röhrer et al. pour interpréter leurs pre-
mières images S.T.M. [2]. Cependant, l'effet tunnel électronique est un
problème complexe pouvant mettre en jeu plusieurs électrons simulta-
nément. Une approche théorique rigoureuse devrait décrire le passage
par effet tunnel d'un électron par la probabilité Pµ,ν du système modi-
fiant son état d'un certain état initial ψµ en un état final χν , en tenant
compte du caractère multiélectronique de ces états. Dans ce cas de fi-
gure, ψµ et χν décrivent deux états qui diffèrent par leur distribution de
charges dans l'échantillon et la pointe [35]. La théorie quantique élémen-
taire nous apprend alors que la probabilité recherchée Pµ,ν s'exprime
sous la forme Pµ,ν = | < ψµ|χν > |2 [36]. Dès lors, cette approche
rigoureuse rend nécessaire le calcul des fonctions d'onde (à plusieurs
particules) dépendantes du temps, du système entier. C'est une tâche
extrêmement difficile, qui ne peut être résolue en général. Nous devons
donc avoir recours à des approximations.
Un modèle à un électron peut constituer une première bonne ap-
proximation. Cette simplification permet en effet l'utilisation de fonc-
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tions d'onde de particules. Etant donné les faibles valeurs du courant
tunnel dans une expérience S.T.M., nous nous attendons à ce que les
effets survenant suite au passage de plusieurs électrons soient d'une
importance mineure [35]. Comme nous venons de le signaler ci-dessus,
le passage par effet tunnel est dû aux transitions dans lesquelles des
états ayant différentes distributions de charge sont impliqués. Dans le
système à une particule (i.e. à un électron), le passage par effet tunnel
peut être envisagé comme un passage d'un électron suite à des tran-
sitions d'états localisés d'un côté de la barrière de potentiel vers des
états localisés de l'autre côté. Pour modéliser ces transitions, i.e. ce
courant tunnel, l'approche par perturbation est la plus appropriée. Elle
fut développée par Bardeen. Cette théorie est d'une importance capi-
tale pour tous les utilisateurs de microscopes à effet tunnel. Elle est
explicitée dans la section suivante.
1.2.2 Approche de Bardeen
Dans son approche, Bardeen considère le système comme constitué
de deux sous-systèmes indépendants : un pour la pointe et un pour
l'échantillon. Les états électroniques de ces deux sous-systèmes sont
obtenus en résolvant les équations de Schrödinger indépendantes du
temps. Le taux de transfert d'un électron d'une électrode à l'autre a
pu être calculé. Pour cela, Bardeen utilise la théorie des perturbations.
Elle présente l'avantage de permettre une modélisation, relativement
simple, du comportement du S.T.M. pour différents types de pointes
et de surfaces. Elle permet surtout d'éviter de modéliser le compor-
tement du courant tunnel dans la barrière. Finalement, cette théorie
déduit que le transfert des électrons, ou les éléments de la matrice
tunnel M , est déterminé par le recouvrement des fonctions d'onde de
surface des deux sous-systèmes à une surface de séparation située entre
les deux électrodes. En d'autres termes, le courant tunnel est vu comme
le recouvrement de fonctions d'onde non-perturbées de la pointe et de
l'échantillon. Cela constitue la plus importante des approximations de
Bardeen. Il envisage en effet que les fonctions d'onde des deux élec-
trodes ne sont pas mutuellement perturbées. Cette théorie n'est donc
applicable que lorsque le couplage pointe-échantillon est faible.
Hamiltonien de transfert de Bardeen
Tout comme Bardeen, utilisons la théorie des perturbations et tra-
çons une surface de séparation Σ entre la pointe et l'échantillon 4. Dé-
4Comme nous le montrerons plus loin, la position exacte de cette surface de
séparation n'est pas importante .
19
Chapitre 1. La microscopie à effet tunnel
finissons ensuite deux sous-systèmes ayant des potentiels de surface US
et UT , pour l'échantillon et la pointe respectivement. Définissons éga-
lement ce énergies potentielles pour qu'elles satisfassent aux conditions
suivantes [37] :
 La somme des deux énergies potentielles des deux systèmes indi-
viduels égale le potentiel du système combiné, c'est-à-dire :
US + UT = U (1.4)
 Le produit des deux potentiels vaut zéro dans l'espace tout entier :
US · UT = 0 (1.5)
Supposons également que la pointe et l'échantillon soient infiniment
éloignés l'un de l'autre pour tous les temps t < 0 [37]. La séparation
totale du système de pointe et d'échantillon conduit à deux équations
de Schrödinger indépendantes pour les deux systèmes telles que [35, 37]
(T + US)ψµ = Eµψµ
(T + UT )χν = Eνχν avec T = − ~
2
2m
∇2
(1.6)
dans lesquelles T indique l'opérateur énergie cinétique d'un électron, UT
et US respectivement les énergies potentielles des systèmes de pointe et
d'échantillon. χν et ψµ constituent quant à elles les fonctions d'onde de
pointe et d'échantillon, respectivement.
Appliquons maintenant la théorie des perturbations dépendant du
temps au système physique que constitue notre échantillon, afin de dé-
crire le passage par effet tunnel d'un électron de l'échantillon vers la
pointe 5. A l'instant t = 0, une perturbation est donc appliquée au sys-
tème physique. Cette perturbation, dans le cadre de notre problème,
correspond à la modification du potentiel dans la région de la barrière,
suite au rapprochement effectué entre la pointe et l'échantillon. L'état
de l'échantillon commence alors à évoluer selon l'équation de Schrödin-
ger dépendant du temps,
i~
∂
∂t
ψ(t) = (T + US + UT )ψ(t), (1.7)
(T + US + UT ) représentant l'hamiltonien du système perturbé.
Nous nous proposons de déterminer la probabilité Pµ,ν de transition
d'un électron passant d'un état occupé de l'échantillon ψµ (d'énergie
5Le cas du passage d'un électron de la pointe vers l'échantillon peut être traîté
de manière tout à fait similaire [35].
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Eµ) vers un état vide de la pointe χν (d'énergie Eν). Il s'agit en fait
d'étudier les transitions qui peuvent être induites par la perturbation
entre les états stationnaires du système non-perturbé (équation 1.6).
La probabilité de transition d'un électron de l'état ψµ de l'échan-
tillon vers un état χν de la pointe, limitée au premier ordre, est donnée
par la règle d'or de Fermi :
Pµ,ν = 2pi~ |Mµ,ν |
2δ(Eµ − Eν) (1.8)
La vitesse de remplissage des états ν (i.e. la probabilité de transi-
tion) est en effet proportionnelle aux éléments de matrice |Mµ,ν |2 =
|〈χν |UT |ψµ〉|2. Ces éléments sont appelés éléments de la matrice
tunnel ou éléments de la matrice de Bardeen et notés |Mµ,ν |.
Pour calculer le courant tunnel circulant entre l'échantillon et la pointe,
il faut sommer ces probabilités de transition pour chaque énergie. On
obtient alors
I =
2pi
~
e
∑
µ,ν
|Mµ,ν |2δ(Eµ − Eν)f(Eµ)[1− f(Eν + eV )] (1.9)
Dans cette somme, la charge de l'électron a été rajoutée. En effet, Pµ,ν
est une probabilité de transition. Or, nous recherchons un courant de
charges. Il s'agit, de plus, d'une double somme sur tous les états de
l'échantillon et de la pointe. La fonction f(E) est la fonction de distri-
bution de Fermi-Dirac. f(Eµ) représente la probabilité d'avoir un état
initial de l'échantillon occupé et [1− f(Eν + eV )] celle d'avoir un état
final inoccupé de la pointe.
Il nous reste maintenant à déterminer une forme explicite des éle-
ments de la matrice de Bardeen, |Mµ,ν |2. Ces derniers peuvent être
exprimés par une intégrale de surface de Bardeen modifiée, évaluée à
partir des fonctions d'onde de pointe et d'échantillon sur la surface de
séparation Σ. Etant donné que UT , potentiel perturbateur, est nul par-
tout sauf dans la pointe, l'élément de matrice Mµ,ν n'est évalué que
dans le volume de la pointe, noté ΩT . Il peut dès lors s'exprimer sous
la forme
Mµ,ν = 〈χν |UT |ψµ〉
=
~2
2m
∫
Σ
[ψµ(r)~∇χ∗ν(r)− χ∗ν(r)~∇ψµ(r)] • ~ndS (1.10)
où, rappelons-le, ψµ est la fonction d'onde de l'échantillon et χν celle
de la pointe. L'intégrale est calculée sur une surface Σ se trouvant en-
tièrement dans la région du vide (c'est-à-dire dans la barrière) séparant
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les deux électrodes. Remarquons, par cette équation, qu'il n'est utile
que de connaître les valeurs de ces fonctions d'onde à la surface de sé-
paration Σ. L'élément entre crochets n'est rien d'autre que l'opérateur
courant. Nous allons maintenant montrer comment ces éléments de ma-
trice peuvent être calculés analytiquement, en faisant des hypothèses
supplémentaires sur les orbitales de pointe.
1.2.3 Modèle de Tersoff et Hamann
La tâche consistant à calculer les éléments de la matrice de Bardeen
peut se révéler extrêmement simplifiée si l'on fait certaines hypothèses
supplémentaires sur la pointe. Cette idée a été suggérée par Tersoff et
Hamann et est certainement l'approche la plus largement utilisée dans
l'interprétation des images S.T.M. C'est en tout cas à ce modèle qu'on
doit les premiers calculs d'image tunnel sur des surfaces, à partir de
considérations simples sur la géométrie de la pointe et la forme de ses
fonctions d'onde électroniques [38, 39, 40].
Tersoff et Hamann ont en effet suggéré de remplacer la structure
électronique inconnue de la pointe par un système modèle simple. Dans
ce système, la fonction d'onde de l'atome à l'extrémité de la pointe est
supposé être une fonction d'onde-s. Etant donné que le courant tunnel
dépend du recouvrement des fonctions d'onde de pointe et d'échantillon
(cfr équation 1.10) et que la fonction d'onde décroît exponentiellement
dans le vide, seules les orbitales localisées sur cet atome à l'extrémité
de la pointe joueront un rôle prépondérant dans le processus tunnel.
Les fonctions d'onde de pointe en ondes-s sont du type
χν(~r − ~r0) = C 1
κ|~r − ~r0|e
−κ|~r−~r0| (1.11)
Cette expression représente la forme générale d'une orbitale atomique
de type s, avec une constante de décroissance κ.
Revenons maintenant à l'expression des éléments de la matrice de
Bardeen. En utilisant l'expression ci-dessus des fonctions d'onde de
pointe et en se rappelant qu'elles sont réelles (χν = χ∗ν), nous pouvons
déterminer une nouvelle expression des éléments de la matrice tunnel :
Mλ,µ =
−2piC~2
κm
ψµ(~r0) (1.12)
Dans cette formulation, C est une constante. On voit donc finalement
que la probabilité de transition, c'est-à-dire le courant tunnel, ne
dépend, en première approximation, que des fonctions d'onde
de l'échantillon, ψµ, et pas des fonctions d'onde de pointe, χν .
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1.2.4 Courant tunnel
Il nous reste simplement à revenir à l'expression du courant tunnel.
Cependant, nous devons garder en tête que les électrons peuvent passer
par effet tunnel aussi bien de la pointe vers l'échantillon que dans le
sens inverse. Dès lors,
I = IS→T − IT→S
=
2pi
~
e
∑
µ,ν
|Mµ,ν |2δ(Eµ − Eν)[f(Eµ)− f(Eν + eV )] (1.13)
Dans le cas des basses tensions (eV <<) et des basses températures
(T ' 0), la distribution de Fermi-Dirac peut être approximée et le
courant tunnel s'exprimer par
I =
2pie2V
~
∑
µ,ν
|Mµ,ν |2δ(Eµ − EF )δ(Eν − EF ) (1.14)
Une quantité fréquemment utilisée pour présenter l'information ob-
tenue est la densité d'états locale (L.D.O.S. : Local Density Of States)
à chaque valeur d'énergie en-dessous du niveau de Fermi à 0K. Parce
que chaque état possède une valeur propre en énergie, l'information
contenant les distributions spatiales et énergétiques est importante pour
beaucoup d'expériences impliquant l'information énergie. La densité
d'états locale ρ(~r, E) au point ~r au niveau d'énergie E est définie comme
ρ(~r, E) = lim
ε→0
1
ε
E+ε∑
Eµ=E
|ψµ(~r)|2
=
∑
µ
|ψµ(~r)|2δ(Eµ − E) (1.15)
où Eµ représente la valeur propre de l'énergie de l'état ψµ(~r). En rem-
placant les éléments de la matrice de Bardeen, Mµ,ν , par leur valeur
dans l'équation ci-dessus, nous obtenons
I ∝ eV DT (eF )ρ(~r0, EF ) (1.16)
avec DT (eF ) la densité d'états par unité de volume de la pointe et
ρ(~r0, EF ) la densité d'états locale au niveau de Fermi de l'échantillon
au point ~r0. Cette expression du courant tunnel fournit un outil simple
pour l'interprétation des images S.T.M. Dans ce modèle, la quantité
de base, imagée par le S.T.M., est donc la densité d'états locale
des états au niveau de Fermi de l'échantillon évaluée au point
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~r0. De plus, dans ces conditions, la densité d'états de la pointe devient
une simple constante. Finalement, nous voyons que le courant tunnel
est proportionnel à la tension appliquée. Pour une tension V fixée, le
courant est aussi proportionnel à la densité d'états locale de surface au
niveau de Fermi au centre du rayon de courbure de la pointe−→r0 . Dans ce
cas, le parcours de la pointe représente une carte de contour de densité
d'états locale de surface constante. En d'autres termes, dans le modèle
en ondes-s de Tersoff et Hamann, les propriétés de la pointe peuvent
être écartées du problème et l'image S.T.M. reflète uniquement une
propriété de l'échantillon, plutôt qu'une propriété du système commun
pointe-échantillon. Ces résultats peuvent être étendus à une pointe de
forme arbitraire, aussi longtemps que les fonctions d'onde de pointe
au niveau de Fermi peuvent être approximées adéquatement par une
fonction d'onde-s.
1.2.5 Extension de Chen au modèle de Tersoff et
Hamann
Bien que le modèle de Tersoff et Hamann soit satisfaisant pour in-
terpréter la plupart des images S.T.M., il semble ne pas être suffisant
dans certains cas. Il est avéré que la rugosité 6 de surfaces métalliques,
prédite par ce modèle, est trop faible pour expliquer les rugosités ato-
miques mesurées expérimentalement. Chen supposa que ce phénomène
était partiellement dû à la restriction de ce modèle à des orbitales de
type-s [37].
Il est en effet assez intuitif de supposer qu'une orbitale (de pointe)
plus directionnelle, telle qu'une orbitale dz2(dans une représentation
tridimensionnelle, z est l'axe entre la pointe et l'échantillon), pointant
vers l'échantillon puisse conduire à des rugosités plus importantes. Chen
a donc utilisé cette idée pour élargir le modèle de Tersoff et Hamann
à d'autres types d'orbitales [37]. Son formalisme a abouti à l'élabora-
tion des règles de dérivation de Chen , qui donnent une dépendance
simple des éléments de la matrice tunnel (Mµ,ν) avec l'orbitale atomique
de la pointe. Inclure les orbitales dirigées vers l'échantillon (comme une
orbitale dz2 ou dz2−r2/3) nous conduira à des éléments de la matrice
de Bardeen qui sont toujours proportionnels aux fonctions d'onde de
l'échantillon au point ~r0. Cependant, un facteur multiplicatif est intro-
duit, conduisant à un courant tunnel plus important [37].
6La rugosité est définie comme la différence de hauteur entre l'endroit où la
densité d'états perçue est la plus grande et l'endroit où elle est la plus petite.
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Fig. 1.3  Représentation schématique générale d'un microscope à effet
tunnel à balayage [34].
1.3 Le microscope
En bref, d'un point de vue théorique, un microscope à effet tunnel
fonctionne comme suit : une fine pointe métallique se déplace, point
par point, au-dessus de la surface d'un échantillon. Ces deux électrodes
sont positionnées suffisamment proches l'une de l'autre pour que des
électrons puissent passer par effet tunnel lorsqu'on leur applique une
différence de potentiel (pouvant aller de quelques dizaines de millivolts
à plusieurs volts). Un courant se met alors à circuler et peut ainsi être
mesuré (s'échelonnant de quelques picoampères à plusieurs nanoam-
pères). Ce courant dépend principalement, dans le cadre de la théorie
de Bardeen et du modèle de Tersoff et Hamann, de la densité d'états
locale au niveau de Fermi de l'échantillon évaluée à la position ~r0 de la
pointe. Nous pouvons ainsi récolter des images mettant en évidence les
fortes densités d'états locales, généralement liées, en première approxi-
mation, à la présence d'atomes.
Intéressons-nous maintenant aux aspects plus techniques de cette
instrumentation. En effet, les dimensions relatives à cette  nanoscopie 
ainsi que les valeurs de courant tunnel extrêmement faibles mesurées
lors de ce type d'expérience nécessitent des dispositifs de haute techno-
logie et d'une grande précision. Détaillons-en les éléments constitutifs
dans les sections suivantes. De manière générale, la réalisation d'un
S.T.M. tel que schématisée à la figure 1.3 nécessite les éléments sui-
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vants :
un dispositif d'approche de la pointe, composé d'un scanner piézo-
électrique ;
une boucle de contre-réaction, dispositif permettant de
maintenir la pointe à une position fixée par rapport à l'échantillon
(ou de contrôler le courant tunnel) ;
un système antivibratoire filtrant et amortissant les vibrations pa-
rasites de l'environnement ambiant ;
un pointe effilée, composant essentiel à l'acquisition de données. En
effet, la géométrie et l'identité chimique de celle-ci influencent tant
les mesures topographiques que spectroscopiques.
Détaillons les différents éléments constitutifs de cet appareil. Par la
suite, nous nous attarderons sur ses différents modes de fonctionne-
ment.
1.3.1 Le système d'approche
Le déplacement macroscopique de l'échantillon est assuré par un
moteur pas à pas. Le système qui permet le balayage au-dessus de la
surface de l'échantillon est constitué d'un élément piézoélectrique. Lors
de ce balayage, c'est en réalité l'échantillon qui se déplace sous l'effet
des mouvements du scanner piézoélectrique, eux-mêmes dépendant de
la boucle de contre-réaction.
Le scanner piézoélectrique
La forte dépendance (exponentielle) du courant tunnel avec la dis-
tance pointe-échantillon rend possible l'utilisation de ce courant dans
une boucle de contre-réaction contrôlant un dispositif de déplacement
(de l'échantillon) de précision, i.e., le scanner piézoélectrique. Les scan-
ners des microscopes à sonde locale sont construits à partir de ma-
tériaux piézoélectriques, c'est-à-dire des matériaux qui se dilatent et
se contractent de manière proportionnelle à une tension appliquée. La
polarité de cette tension aura comme conséquence une élongation ou
une contraction du matériau [41]. De manière générale, un élément
piézoélectrique s'allonge ou s'étire de 4 à 6 Å par volt appliqué à ses
bornes [34].
Il existe différents types de scanners piézoélectriques ; les scanners
tripodes dont les déplacements le long des axes X, Y et Z sont contrôlés
par trois éléments P.Z.T. (lead Zirconate Titanate Piezoelectric cera-
mics) indépendants, les scanners bimorphes pour lesquels deux minces
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Fig. 1.4  Image du scanner piézoélectrique tubulaire. [34]
plaques d'un matériau piézoélectrique sont collées ensemble (en appli-
quant une tension, une plaque se dilate, l'autre se contracte et l'en-
semble se plie) et les scanners en forme de tube [37]. Dans notre cas,
nous disposons, pour le balayage de la surface, d'un système tubulaire
de céramique piézoélectrique. Ce scanner piézoélectrique en tube est
composé de deux parties, comme indiqué à la figure 1.4.
Sur sa section supérieure, il est entièrement recouvert, à l'extérieur
comme à l'intérieur, d'un mince film métallique. Cette partie provoque
l'élongation ou la contraction du cylindre piézoélectrique lorsqu'on lui
applique une différence de potentiel entre l'intérieur et l'extérieur. Ce
mouvement vertical est le seul utilisé lors de l'approche et sert aussi à
maintenir la pointe à hauteur constante par rapport à l'échantillon lors
du balayage.
Sa section inférieure est recouverte à l'intérieur comme à l'exté-
rieur de quatre quadrants métalliques. En appliquant une différence
de potentiel entre deux quadrants opposés (par exemple +x et -x ), on
provoque la déflexion du scanner dans cette direction. Ce mouvement
selon l'axe X ou Y permet un positionnement très précis de la pointe
ainsi que le balayage de la surface de l'échantillon. Lors du balayage,
le scanner va se déformer selon une direction (X ) déterminée par l'ex-
périmentateur. En cours de chemin, il s'arrêtera un certain nombre de
fois pour prendre les mesures souhaitées, c'est-à-dire le courant dû aux
 électrons tunnels  pour chaque point. Une image consiste alors en une
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succession de lignes entre lesquelles le scanner s'est faiblement déplacé
selon Y .
Malheureusement, la dépendance des déplacements de l'élément piézo-
électrique avec la tension appliquée subit une hystérèse non-linéaire.
Afin de pallier ces inconvénients, des corrections sont apportées élec-
troniquement à la tension appliquée au scanner. Par ailleurs, les mouve-
ments du scanner sont affectés par la température. Si, au cours du ba-
layage, la température du scanner n'est pas constante, une certaine dé-
rive, dite thermique, peut apparaître. Ces phénomènes, et bien d'autres
(la liste n'est pas exhaustive), sont à l'origine de nombreux artefacts
dans les images obtenues (voir  1.8). Il convient donc de bien les identi-
fier et d'en tenir compte lors de l'interprétation des résultats recueillis.
1.3.2 Le circuit de contre-réaction
Ce paragraphe décrit succinctement le circuit de contre-réaction.
Nous n'entrerons pas dans les détails des circuits car ceux-ci deviennent
rapidement très techniques ; celà n'est pas notre objectif. Pour les per-
sonnes intéressées, nous conseillons de consulter les références [37] et [42].
Le circuit de contre-réaction a pour fonction de faire suivre par la
pointe un contour de courant tunnel constant, le plus rapidement pos-
sible, avec un maximum de précision, lorsqu'on travaille en mode à
courant constant (voir § 1.3.5). D'une manière qualitative, le courant
tunnel mesuré et amplifié, est transformé en tension par l'intermédiaire
d'un convertisseur courant-tension. Dans notre cas, le microprocesseur
de la centrale d'acquisition sert d'électronique de régulation. Il com-
pare la valeur de cette tension avec un courant de référence (lui aussi
converti en tension) et fixé par l'expérimentateur. La différence entre
ces deux signaux correspond au signal d'erreur. C'est cette différence
qui est renvoyée au scanner piézoélectrique sous forme de tension, per-
mettant alors la régulation de la hauteur de la pointe. Ainsi, à chaque
instant, la hauteur de la pointe est réajustée de manière à toujours
être à la même distance de la surface de l'échantillon. En pratique, si
le courant tunnel est plus élevé que le courant programmé, la tension
appliquée au piézoélectrique en z a alors tendance à éloigner la pointe
de la surface de l'échantillon, et vice versa [43]. Deux gains sont uti-
lisés pour régir la manière dont va agir la boucle de contre-réaction
proprement dite. Il s'agit d'un gain intégral et d'un gain proportionnel.
Ceux-ci vont permettre de modifier la réponse de la pointe en fonction
de l'échantillon analysé, en agissant sur l'intensité et la rapidité de la
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réaction du scanner piézoélectrique.
1.3.3 L'isolation
Considérant la résolution et la sensibilité du S.T.M., le problème
d'isoler cet instrument de toutes vibrations parasites extérieures est
primordial. Différents systèmes isolants sont employés afin de minimi-
ser toutes les vibrations, qu'elles soient d'origine électrique ou électro-
nique, acoustique ou mécanique. Pour cela, le microscope est placé sur
une table antivibrations. Il s'agit d'un socle composé de marbre, de
béton et de ressorts, totalement désolidarisé du reste du bâtiment. Il
a pour but d'atténuer certaines vibrations mécaniques provenant de ce
dernier. Ensuite, un cylindre métallique entourant le microscope tient
lieu de cage de Faraday. De plus, un capuchon en néoprène entourant
tout le système permet de l'isoler des vibrations acoustiques. Enfin,
une électronique sophistiquée isole le système de mesure des perturba-
tions électriques et électroniques pouvant provenir de l'électronique de
contrôle et du réseau électrique.
1.3.4 Les pointes
La pointe est un composant essentiel en microscopie à effet tunnel.
Il est en effet nécessaire d'avoir une pointe très effilée car, dans ce cas, le
courant tunnel proviendra principalement de l'atome situé à l'apex de
celle-ci. De plus, sa nature, sa forme, sa technique d'affinage, la disposi-
tion des atomes à son extrémité, ses propriétés électroniques,... affectent
de manière décisive les images S.T.M. Il est donc important d'utiliser
des pointes propres, aiguisées et stables. Diverses techniques ont été
mises au point afin de produire les pointes les plus effilées possibles.
La découpe des pointes S.T.M. est réalisée de manière mécanique. Une
simple paire de ciseaux est en fait utilisée afin de sectionner un fin fil
métallique. L'extrémité de ce fil découpé servira alors de pointe. Il existe
cependant beaucoup d'autres méthodes de préparation de pointes que
celles exposées dans ce travail [37, 42].
Le matériel choisi pour la pointe peut lui aussi influencer les images.
Par exemple, l'or est inerte mais déformable, le tungstène est dur mais
couvert d'une mince couche d'oxyde non conductrice, le nickel est rela-
tivement inerte et relativement dur,... De plus, le type de pointe varie en
fonction de l'échantillon à analyser, ainsi que de l'environnement (milieu
liquide, air,...). Il est donc intéressant de voir, en fonction de l'échan-
tillon étudié, quelle pointe procure la meilleure résolution. Pour cela,
nous avons testé différents types de pointes. Les pointes standards, les
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plus couramment utilisées sont réalisées en un alliage de platine-iridium.
Avant découpe, elles sont préalablement nettoyées à l'isopropanol.
Au cours de cette thèse, nous avons également employé une nouvelle
technique nécessitant la modification chimiques des pointes. Dans ce
cas, des molécules sont accrochées à la pointe (voir  3.1 et  3.2). En
pratique, des pointes en or sont chimiquement modifiées avec de l'acide
4-mercaptobenzoïque (4-MBA) et du 4-mercaptotoluène (4-MT). Leur
préparation est décrite ci-dessous.
Méthode de préparation. Les pointes S.T.M. ont été préparées à
partir d'un fil d'or (Ø=0.20mm, Goodfellow, 99.99%) par dé-
coupe mécanique. Avant cela, les fils ont été nettoyés par ultrasons
dans de l'éthanol, et davantage, par immersion dans une solu-
tion piranha (70% H2SO4 : 30% H2O2). Les pointes ont, par la
suite, été rincées dans de l'éthanol. Pour la formation des mono-
couches auto-assemblées sur les pointes, nous avons immergé ces
dernières, pendant 12 heures, dans une solution saturée d'acide
4-mercaptobenzoïque (4-MBA, Aldrich, 97%) ou de 4-mercapto-
toluène (4-MT) dans de l'éthanol. Les pointes ont ensuite été, une
dernière fois, rincées à l'éthanol et séchées sous flux d'azote.
Finalement, il est également important de rappeler que les images
S.T.M. ne révèlent pas immédiatement la structure géométrique de la
surface, mais dépendent de la densité d'états électroniques de la surface.
Il n'est également pas toujours possible de se limiter au modèle simple
de Tersoff et Hamann. Souvent, la densité d'états électroniques de la
pointe entre aussi en jeu.
1.3.5 Les modes d'utilisation
Nous avons pu, dans les paragraphes précédents, comprendre les
bases théoriques et expérimentales du microscope à effet tunnel à ba-
layage. Cependant, cela ne nous permet pas de comprendre comment
ce dispositif acquiert les données caractéristiques de l'objet d'analyse.
La section suivante comble ce manque en présentant un aperçu des
différents modes d'imagerie.
Le S.T.M. peut être configuré pour balayer l'échantillon selon deux
modes possibles : le mode à courant constant et le mode à hau-
teur constante, détaillés dans les paragraphes suivants.
Le mode à courant constant
Historiquement, ce fut le premier mode à être utilisé et, actuellement
encore, le plus courant [29]. Il s'agit du mode utilisé tout au long de
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Fig. 1.5  Mode à courant constant [34]. La ligne grise matérialise le
trajet de la pointe.
cette thèse. En pratique, il se réduit à une topographie classique et peut
être utilisé pour imager des surfaces relativement irrégulières.
Dans ce mode de balayage, le S.T.M. utilise le circuit de contre-
réaction afin de garder le courant tunnel I constant et ceci en ajustant
la distance pointe-échantillon (à l'aide des déplacements du scanner pié-
zoélectrique) en chaque point de mesure. Dans ces conditions, l'image
obtenue matérialise le mouvement du scanner, i.e. le mouvement z(x, y)
de la pointe pendant un balayage à courant I constant. Pour obtenir
z(x, y), on utilise les propriétés de linéarité du système de déplacement
(i.e. des transducteurs piézoélectriques) vis-à-vis des tensions de com-
mande. On enregistre la tension de commande du déplacement selon
z en fonction des tensions qui assurent le mouvement de balayage en
x et y. Par exemple, lorsque le système détecte une augmentation du
courant tunnel, il ajuste la tension appliquée en z de telle sorte que la
pointe s'écarte de la surface de l'échantillon [37, 44], comme visualisé
à la figure 1.5. L'image obtenue représente alors, en première approxi-
mation,  le relief de la surface , puisque  à courant constant  signifie
que la distance entre la pointe et la surface est constante. La finesse des
détails peut être appréciée à l'échelle atomique, et cette capacité  de
voir les atomes  est à l'origine du succès du S.T.M.
Le mode à hauteur constante
Dans le mode à hauteur constante, la pointe balaye la surface de
l'échantillon en restant sur un plan horizontal. Le courant tunnel varie
alors en fonction de la distance pointe-échantillon, i.e. de la topographie
de l'échantillon, et des propriétés électroniques de la surface, comme
indiqué à la figure 1.6. Les courants tunnels mesurés en chaque point
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Fig. 1.6  Mode à hauteur constante [34]. La ligne grise matérialise le
trajet de la pointe.
de cette surface constituent la série de données.
Ce mode est plus rapide que le mode à courant constant car le
système ne doit pas déplacer la pointe verticalement afin de maintenir
la distance pointe-échantillon constante en fonction de la rugosité de
la surface. La microscopie à hauteur constante ne peut cependant être
utilisée que pour des surfaces relativement planes.
1.3.6 L'appareillage
D'un point de vue plus pratique, le microscope à effet tunnel utilisé
est un microscope commercial. Il a été fourni par Digital Instrument. Il
s'agit d'un microscope à sonde locale multimode  Nanoscope IIIA  (fi-
gure 1.7). Il peut être utilisé soit en mode S.T.M., soit en mode A.F.M.
Seule la partie supérieure du microscope, appelée la tête (S.T.M. ou
A.F.M.), est à modifier lors du passage d'une configuration à l'autre.
Plusieurs têtes ont donc été utilisées :
Une tête S.T.M. standard. Ce système permet des mesures de cou-
rant allant de 100 pA à 10 nA. Le microscope, muni d'une tête
S.T.M. standard, est présenté à la figure 1.7A.
Une tête S.T.M. à faible courant. Il s'agit d'un système permet-
tant de mesurer des courants de l'ordre du picoampère. Typique-
ment, sa gamme de fonctionnement s'étend de ∼ 1-2 pA jusqu'à
1 nA.
Une tête A.F.M. Cette tête permet de réaliser des expériences de
microscopie à force atomique (figure 1.7B).
Ce système peut également être muni de deux scanners piezoélec-
triques différents :
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Fig. 1.7  Photographies d'un microscope multimode à sonde locale (A)
muni d'une tête S.T.M. [34] et (B) muni d'une tête A.F.M. [34].
Scanner E. Ce scanner permet des tailles d'images allant jusqu'à 10
µm et une hauteur verticale de ≈ 2.5 µm.
Scanner J. Ce scanner peut réaliser des images allant jusqu'à 125 µm
avec une hauteur verticale maximale de ≈ 5.0 µm.
1.3.7 Les artefacts
Par artefacts, il faut entendre toutes caractéristiques présentes dans
les images recueillies mais n'existant pas réellement, et n'étant dès lors
pas dues à la structure de la surface. Ces artefacts peuvent avoir diverses
origines liées aux différents élements constitutifs du microscope.
Artefacts dus à la pointe
La plupart des artefacts visionnés dans une image S.T.M. émanent
d'un phénomène connu sous le nom de  convolution géométrique
de la pointe . La définition même de la microscopie à effet tunnel fait
qu'en chaque point de la surface, nous avons une convolution géomé-
trique avec la forme de la pointe et une convolution électronique avec
ses états d'énergie. Chaque point de mesure dans une image représente
la convolution spatiale (au sens général du terme) de la forme de la
pointe avec la forme de l'objet imagé. Aussi longtemps que la pointe
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Fig. 1.8  (A) Image S.T.M. de molécules de méthoxybenzènethiol sur
Au(111), imagé à l'aide d'une pointe multiple. Le cercle met en évidence
une structure appartenant à la surface mais imagée deux fois. (175 nm
x 175 nm, 300 pA, 400 mV). (B) Image S.T.M. d'une couche auto-
assemblée d'acide palmitoléique à l'interface phényloctane/graphite. La
flèche indique l'endroit d'une modification de structure de l'extrémité
de la pointe (25 nm x 25 nm, 410 pA, -610 mV).
est plus effilée que l'objet à mesurer, le véritable profil de la caracté-
ristique est représenté. Cependant, dans le cas contraire, l'image sera
dominée par la forme de la pointe [45].
La partie de la pointe qui image la surface est formée idéalement
d'un atome ou d'une série d'atomes, disposés à l'extrémité d'un long
fil. Une telle pointe produira sans aucune difficulté une résolution ato-
mique. Supposons maintenant que la pointe soit composée de deux
micropointes. On parle alors d'une pointe multiple. Dans ce cas, le
courant tunnel passera dans un premier temps par la micropointe 1 et,
dans un second temps, par la micropointe 2. Le résultat consistera en un
objet visionné deux fois par la sonde locale (notamment les marches),
i.e. une image double, comme nous pouvons le voir à la figure 1.8A. Une
surface d'or recouverte de molécules (méthoxybenzènethiols) formant
de petits agrégats est imagée par une pointe double. Chaque agrégat
de molécules est présent deux fois dans l'image, comme l'indiquent, par
exemple, les molécules entourées d'un cercle.
L'accumulation de débris à l'extrémité de la pointe peut aussi
produire une distorsion de l'image. Au fur et à mesure que la pointe
balaye la surface, des débris se trouvant initialement en surface peuvent
venir s'agglutiner à l'apex de la pointe. Il en résulte un changement
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de structure de l'apex et donc une distorsion de l'image S.T.M. Cette
accumulation de débris peut être ôtée par l'application d'une impulsion
de tension à la pointe, ayant pour effet de rejeter violemment les débris
sur la surface [45].
Obtenir une très bonne résolution en S.T.M. à l'air n'est pas tou-
jours chose aisée, la maintenir est une chose encore plus difficile à réali-
ser. La résolution que l'on obtient avec une pointe S.T.M. peut en effet
varier au cours du temps, en fonction des modifications de struc-
ture de l'apex de la pointe. De manière plus précise, au cours d'un
balayage, la pointe subit de fréquents changements, pouvant altérer de
manière dramatique la résolution de l'image. Nous avons pu l'observer
notamment sur des couches auto-assemblées de molécules (acide palmi-
toléique à l'interface phényloctane/graphite présenté à la figure 1.8B).
L'endroit indiqué par une flèche illustre ce phénomène et la perte de
résolution qui en découle.
Si l'atome à l'extrémité de la pointe n'est pas métallique ou si la sur-
face est couverte d'une mince couche isolante (une couche trop épaisse
ne nous permettrait pas de déceler un courant tunnel), l'image S.T.M.
ne représentera pas la véritable structure électronique de la surface de
l'échantillon mais celle-ci sera attenuée et l'image sera moins nette.
Artefacts dus au scanner piézoélectrique
Les scanners piézoélectriques en tube sont couramment utilisés en
microscopie à sonde locale. En fonction du type de matériau piézoélec-
trique, de la taille et de la configuration du scanner, les surfaces maxi-
males sondables peuvent varier de quelques micromètres à plusieurs cen-
taines de micromètres. Les matériaux piézoélectriques peuvent réaliser
des mouvements plus faibles que les dimensions relatives au diamètre
atomique mais ils souffrent de plusieurs problèmes majeurs, principale-
ment liés à la non-linéarité [46, 47].
En théorie, en première approximation, la contrainte 7 dans un scan-
ner piézoélectrique varie linéairement avec la tension appliquée. En
pratique, le comportement des scanners piézoélectriques n'est pas aussi
simple. La relation tension-contrainte diverge du comportement linéaire
idéal. Ces divergences sont explicitées dans les paragraphes suivants
(leur liste n'est cependant pas exhaustive).
La non-linéarité intrinsèque. Considérons un scanner piézoélectri-
que en tube. Supposons que la tension appliquée ait une valeur ini-
tiale nulle et soit progressivement augmentée jusqu'à une certaine
7La contrainte est ici définie comme la modification de longueur divisée par la
longueur originelle, c'est-à-dire ∆l/l [47].
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valeur finie. Si l'on trace l'allongement du scanner en fonction de
la tension appliquée, le graphe ne représentera pas une ligne droite
mais une courbe en forme de S. Par définition, on appelle donc la
non-linéarité intrinsèque d'un matériau piézoélectrique, le rapport
entre la déviation maximale au comportement linéaire, ∆y, sur
l'extension linéaire, y à cette tension. En d'autres mots, la non-
linéarité est ∆y/y et exprime un pourcentage. Elle s'échelonne
habituellement entre 2 et 25 % dans les piézoélectriques utilisés
en S.P.M. En pratique, cette non-linéarité se marquera dans les
images S.T.M. par une distorsion. En conséquence, l'image S.T.M.
d'une structure périodique présentera des espacements différents
et une courbure des structures linéaires [47].
L'hystérèse. Supposons à nouveau que la tension appliquée au scan-
ner ait une valeur initiale nulle et soit progressivement augmentée
jusqu'à une certaine valeur finie, et par la suite réduite jusqu'à
zéro. En traçant l'extension du scanner en fonction de la ten-
sion appliquée, nous remarquerons que les deux courbes suivent
des chemins différents. L'hystérèse d'un scanner piézoélectrique
est dès lors définie comme le rapport de l'écart maximum entre
les deux courbes sur l'allongement maximal qu'une tension peut
créer dans le scanner, i.e. ∆Y/Ymax [47]. Pour cette raison, bien
que la plupart des scanners commerciaux autorisent l'acquisition
des données lors des deux trajets, ils ne sont normalement pas
intégrés en une seule image.
L'effet de vieillissement. La réponse d'un matériau piézoélectrique
se modifie exponentiellement avec le temps et l'utilisation. En
effet, lorsqu'un scanner n'est pas utilisé, la déflexion réalisée pour
une tension donnée diminue progressivement.
1.4 Les substrats
Le choix du substrat est également fondamental lors d'expériences
en microscopie à effet tunnel à balayage. Plusieurs conditions sont en
effet requises afin d'obtenir les résultats les plus intéressants possibles.
Nous en dressons ci-dessous une liste non-exhaustive :
 La condition sine qua non au déroulement d'expériences S.T.M.
sur un substrat donné est que ce dernier soit conducteur (ou semi-
conducteur). Dans le cas contraire, aucun courant tunnel ne peut
alors circuler entre la pointe et la surface de l'échantillon.
 Dans la même optique que ci-dessus, lors de travaux réalisés à
l'air libre, il est fortement conseillé d'utiliser un substrat qui ne
s'oxyde pas ou très peu.
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 Pour l'étude de matériaux de dimensions nanométriques, avec l'es-
poir d'obtenir une résolution atomique (ce qui est notre cas), il est
nécessaire d'avoir un substrat atomiquement plat sur de grandes
distances (sous forme de marches ou terrasses).
 Le substrat requiert une certaine inertie chimique et thermique,
afin de ne pas se déteriorer ou se déformer suite à une réaction
chimique ou thermique lors du dépôt de l'échantillon.
 De plus, il est aussi important que les molécules à étudier soient
immobilisées sur le substrat sans que cette liaison (van der Waals
ou covalente) ne les déforme trop, mais soit suffisante pour main-
tenir l'échantillon fixe lors de l'imagerie.
 ...
Les métaux nobles peuvent, dans ce cadre, jouer un rôle impor-
tant, dès lors qu'ils ne s'oxydent pas ou peu sous conditions ambiantes.
Le platine, par exemple, est largement utilisé. De plus, l'or et l'argent
constituent également des substrats adéquats, notamment pour l'étude
de monocouches moléculaires par S.T.M. Ces derniers nécessitent ce-
pendant une préparation plus contraignante (polissage, recuit,...). Une
autre alternative pour obtenir des surfaces conductrices suffisamment
planes est de cliver des conducteurs ayant une structure en couches
ou en feuillets, comme par exemple, le graphite pyrolitique hautement
orienté (H.O.P.G.). Celui-ci est couramment utilisé en microscopie à
effet tunnel à balayage.
Notre attention se portera dans les paragraphes suivants, sur les sub-
strats utilisés pour nos expériences. Nous détaillerons en effet certaines
caractéristiques du graphite pyrolitique hautement orienté (H.O.P.G.),
de l'or (la surface (111)) et du platine (la surface (111)).
1.4.1 Le graphite H.O.P.G.
Le carbone est un matériau important, utilisé dans de nombreuses
applications. On le retrouve aussi bien dans les mines de nos crayons
(sous sa forme naturelle), que dans le charbon ou sous forme de fibres,
fullerènes ou nanotubes [48]. Le carbone graphite est noir et a une
structure en couches. D'un point de vue cristallographique, il appar-
tient aux matériaux lamellaires et consiste en un empilement ABAB
de plans identiques. Chaque plan de graphène présente une symétrie
hexagonale, à l'intérieur de laquelle deux atomes adjacents sont sépa-
rés d'une distance équivalente à 0.142 nm. La distance entre plans est,
quant à elle, égale à 0.335 nm. Les atomes de carbone interagiront donc
de manière beaucoup plus importante avec ceux appartenant au même
plan, qu'avec ceux appartenant à des plans adjacents, ce qui explique
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Fig. 1.9  (A) Image S.T.M. à résolution atomique de la surface de
H.O.P.G. (pointe en Pt/Ir). Les protubérances forment une structure
hexagonale centrée de 0.25 nm de côté (4 nm x 4 nm, 1 nA, 35 mV). (B)
Dessin d'une bicouche AB de graphite. Les sites a et b correspondent
respectivement aux atomes de carbone ayant un atome juste en-dessous
d'eux dans l'autre couche et situés juste au-dessus du centre d'un hexa-
gone de l'autre couche [34].
le comportement lamellaire du graphite.
Image S.T.M. à résolution atomique
Comparons les données expérimentales (présentées à la figure 1.9A)
à la structure et aux données théoriques relatives au H.O.P.G. (pré-
sentées à la figure 1.9B). On y note plusieurs différences flagrantes :
la position des atomes de carbone dans le H.O.P.G. forme une struc-
ture hexagonale, dans laquelle la distance entre atomes adjacents est
de 0.142 nm. Or, l'expérience nous montre une structure hexagonale
centrée et une distance entre protubérances de 0.25 nm. Ces dernières
ne correspondent donc pas aux atomes de carbone. Les nombreuses
études réalisées par S.T.M. sur le H.O.P.G. ont abouti actuellement à
la conclusion que seul un atome de carbone sur deux était visible dans
l'image S.T.M. [12]. Cette hypothèse est tout à fait cohérente avec la
présence de deux sites atomiques distincts dans chaque feuillet de gra-
phène (appartenant à un cristal en configuration AB), notés a et b.
D'importantes recherches ont été menées pour aboutir à la conclusion
que les protubérances visibles correspondent aux atomes positionnés en
site b. Nous renvoyons vers la littérature les personnes désireuses d'en
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Fig. 1.10  (A) Joint de grain à la surface du graphite H.O.P.G. (5
nm x 5 nm, 1 nA, 100 mV) [34]. (B) Figure de Moiré sur du graphite
H.O.P.G. (144 nm x 144 nm, 166 pA, 305 mV).
connaître davantage [34, 49].
Le H.O.P.G. est un semi-métal qui a été imagé, ces dernières an-
nées, sous différentes conditions : sous ultra-haut vide [50], à différentes
interfaces liquide/solide, à l'air libre,... [11, 12, 51, 52, 53]. Il se présente
sous la forme de cristaux, atomiquement plats et parfaits, de l'ordre du
micron. Ses défauts caractéristiques, incluant des joints de grains (fi-
gure 1.10A), des superstructures et des figures de Moiré (figure 1.10B),
ont déjà largement été étudiés dans la littérature. Le lecteur intéressé
pourra consulter la littérature [4].
Préparation
La structure lamellaire du graphite H.O.P.G. facilite grandement
son clivage qui se fera préférentiellement de manière parallèle aux plans.
En effet, la distance entre atomes appartenant à deux plans voisins est
beaucoup plus grande que la distance séparant deux atomes adjacents
dans un même plan. En pratique, il nous suffit simplement d'arracher
au substrat de H.O.P.G. les quelques plans supérieurs à l'aide d'un
morceau d'adhésif, préalablement collé à sa surface. Nous obtenons alors
une nouvelle surface plane et propre. Les substrats de H.O.P.G. utilisés
(grade ZYH) sont fournis par la société Advanced Ceramics Corp.
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Fig. 1.11  (A) Image S.T.M. à grande échelle de la surface d'Au(111).
Cette surface est caractérisée par des plateaux de formes triangulaires
typiques (pointe en Pt/Ir) (360 nm x 360 nm, 5 nA, 500 mV). (B)
Image S.T.M. à résolution atomique de la surface d'Au(111). Les pro-
tubérances forment une structure hexagonale centrée de 0.28 nm de côté
(pointe en Pt/Ir) (2 nm x 2 nm, 50 nA, 100 mV) [55].
1.4.2 L'or : Au(111)
L'or est un métal relativement mou. Le cristal d'or présente une
structure cubique à faces centrées. Il possède l'avantage d'être peu ré-
actif à l'air libre, le rendant idéal comme substrat dans des expériences
de microscopie à effet tunnel. De plus, il semble interagir plus forte-
ment que le graphite avec la plupart des spécimens biologiques [54].
Des liaisons chimiques peuvent aussi être réalisées en présence de grou-
pements sulfurés. Les couches ou monocristaux utilisés dans cette étude
présentent tous la face (111). Dès lors, les images S.T.M. à résolution
atomique de cette surface ont une structure hexagonale centrée, la dis-
tance entre proches voisins étant de 0.288 nm.
Image S.T.M. à résolution atomique
A grande échelle, la surface d'or (111) est repérée par des formes
triangulaires typiques de cette reconstruction, telles que présentées à
la figure 1.11A. Ces triangles constituent autant de sites d'analyse ato-
miquement plats et de taille suffisamment grande. La figure 1.11B re-
présente quant à elle une image à l'échelle atomique de la structure
hexagonale centrée de la surface (111) de l'or. Cette haute résolution
est plus difficile à obtenir dans ce cas que pour le graphite H.O.P.G. En
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effet, la densité d'états électroniques de l'or est plus étalée en surface
que celle du graphite. Les électrons y sont plus mobiles. Il en découle
une rugosité plus faible pour l'or 8. Une rugosité élevée facilite donc
l'obtention d'une résolution atomique. La distance séparant deux pro-
tubérances proches voisines est en moyenne de 0.28 nm, ce qui corres-
pond assez bien à la distance interatomique de la surface (111) de l'or
(0.28 nm).
Cependant, lors de nos expériences, nous nous sommes vite rendu
compte des désavantages que présente ce substrat par rapport au gra-
phite. En effet, sa préparation nécessite des techniques plus élaborées,
dépendant de la provenance du substrat d'or utilisé. Nous avons à notre
disposition deux types de substrats : des dépôts d'or sur une plaque de
verre produits par la société ArrandeeTM (que nous appellerons par la
suite  substrats Arrandee ) et des monocristaux d'or produits par la
société Goodfellow (que nous appellerons dorénavant  monocristaux ).
Préparation des substrats Arrandee
Les substrats Arrandee sont des substrats de verre borosilicaté sur
lesquels est évaporée une couche de 200 à 300 nm d'or. Une couche
intermédiaire de chrome (1 à 4 nm d'épaisseur) est insérée pour assu-
rer une adhérence optimale de la couche d'or sur le verre. Avant toute
autre manipulation de la surface, il est indispensable de la nettoyer cor-
rectement de tout contaminant (organique ou pas). Dans ce but, nous
la trempons dans un bain à ultrasons dans de l'éthanol (ou du métha-
nol) durant plusieurs minutes. Nous immergeons ensuite les substrats
dans une solution piranha (70% H2SO4 : 30% H2O2) et les rinçons à
l'éthanol. L'obtention d'une surface (111) nécessite quant à elle un re-
cuit, favorisant la formation de terrasses. Ce recuit est réalisé à l'aide
d'un chalumeau butane/propane. Le substrat est chauffé au rouge, puis
ensuite refroidi. Cette opération est reproduite plusieurs fois. La qua-
lité de la surface obtenue est vérifiée par A.F.M. et la procédure est à
nouveau reproduite si le résultat n'est pas satisfaisant.
Préparation des monocristaux
Les monocristaux utilisés sont également pré-traités à la solution
piranha (70% H2SO4 : 30% H2O2) et rincés à l'éthanol. Ils sont ensuite
polis à l'aide de différentes pâtes diamantées de taille dégressives, afin
d'éliminer toute trace des précédents dépôts et de redonner à la surface
8La rugosité est définie comme la différence de hauteur entre l'endroit où la
densité d'états perçue est la plus grande et l'endroit où elle est la plus petite.
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Fig. 1.12  Image S.T.M. de la surface de Pt(111). (660 nm x 660 nm,
407 pA, 712 mV) (pointe en Pt/Ir).
son caractère  plat . Ces monocristaux subissent ensuite un recuit au
chalumeau butane/propane, améliorant de ce fait la qualité de la surface
par réorganisation thermique.
1.4.3 Le platine : Pt(111)
Le platine est un métal malléable et ductile. Il n'est pas affecté par
l'oxygène ou par l'eau. Les applications du platine sont nombreuses et
variées. Il est utilisé, par exemple, pour la réalisation des standards de
poids et mesures. Il sert également dans l'électronique pour la fabri-
cation de contacts électriques soumis à des températures élevées et est
utilisé pour la fabrication d'électrodes soumises à une attaque chimique.
Nous avons couramment utilisé le platine (111) comme substrat afin de
pouvoir comparer les données S.T.M. recueillies à celles obtenues par
spectroscopie non linéaire. En effet, la spectroscopie par génération de
fréquence-somme (S.F.G. : Sum-Frequency Generation) nécessite des
substrats présentant une réponse non-linéaire négligeable, comme c'est
le cas pour le platine.
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Image S.T.M. de la surface de Pt(111)
A grande échelle, la surface du Pt(111) se présente comme montré à
la figure 1.12. La surface se compose de larges terrasses qui constituent
autant de sites d'analyses. La rugosité de la suface est inférieure à 0.3
nm. Ces substrats de platine utilisés sont des monocristaux (fournis par
la société Goodfellow), similaires à ceux d'or décrits dans le paragraphe
précédent. Ils nécessitent cependant une préparation plus importante
que pour le graphite H.O.P.G. Celle-ci est détaillée ci-dessous.
Préparation des monocristaux
Les monocristaux utilisés sont pré-traités de la même manière que
les monocristaux d'or. La seule différence dans la méthode de prépara-
tion réside dans le recuit effectué au chalumeau. Il est désormais réalisé
à l'aide d'un chalumeau propane/oxygène.
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Chapitre 2
La microscopie à force
atomique
Résumé
Le microscope à force atomique fait partie intégrante de la famille
des microscopes à sonde locale. Bien qu'il soit apparu peu après le mi-
croscope à effet tunnel à balayage (développé au chapitre précédent), il
s'est rapidement imposé en tant que technique essentielle à la caractéri-
sation physico-chimique des surfaces. Ce microscope, n'étant pas limité
aux matériaux conducteurs, a de plus particulièrement attiré l'attention
des biochimistes, biologistes et récemment des pharmaciens. Il fut large-
ment utilisé dans le cadre de cette thèse et c'est pourquoi ce chapitre lui
est consacré. Nous décrirons d'abord le principe de fonctionnement de
cet outil avant d'en détailler (aussi bien théoriquement qu'expérimen-
talement) les différents modes de fonctionnements utilisés.
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2.1 Introduction
Quelques années après le création du premier microscope à effet
tunnel à balayage, Binnig, Quate et Gerber inventent un autre mi-
croscope, qu'ils surnomment le microscope à force atomique [4]. Cette
technique, aussi appelée microscopie de force (S.F.M. : Scanning Force
Microscopy) dans la littérature, constitue, à l'heure actuelle, avec la
microscopie à effet tunnel, l'une des microscopies à sonde locale la plus
utilisée dans les laboratoires de recherche. Sa capacité à analyser, jus-
qu'à l'échelle atomique, des surfaces isolantes, sous diverses conditions
expérimentales (sous ultra-haut vide ou atmosphère contrôlée, à l'air
ou en milieu liquide), ainsi que la préparation relativement minime des
échantillons qu'elle nécessite sont à l'origine de son essor rapide au sein
de la communauté scientifique. Ce microscope est alors progressivement
devenu indispensable dans de nombreuses études de surfaces, venant
ainsi compléter, par des images tridimensionnelles, les caractérisations
obtenues par d'autres techniques de surface.
Dans un microscope à force atomique, la pointe est montée sur un
levier extrêmement sensible, qui balaye la surface de l'échantillon. La
force agissant entre la pointe et cette surface produit une torsion ver-
ticale du levier. Ces torsions, ou déflexions, sont alors détectées. Les
données recueillies sont présentées sous forme d'images tridimension-
nelles. Ce procédé présente l'avantage incontestable sur la S.T.M. de
pouvoir imager des structures de matériaux isolants. En effet, on ne dé-
tecte plus ici un courant électrique mais des forces d'interactions entre
la pointe et l'échantillon. Cela se révèle très utile dans le cadre d'études
sur des matériaux biologiques (naturellement pas ou peu conducteurs
d'électricité).
Plusieurs attributs supplémentaires rendent cette technique avanta-
geuse par rapport à d'autres microscopies de haute résolution. En ef-
fet, l'A.F.M. peut fonctionner sous conditions ambiantes (incluant tem-
pérature ambiante et pression atmosphérique). Il peut également être
appliqué en milieu physiologique, permettant, dans certains cas, l'ac-
quisition d'images à haute résolution, obtenues en solution. Il recouvre
une gamme énorme de résolutions, allant de plusieurs dizaines de mi-
cromètres jusqu'à quelques nanomètres, survolant ainsi les gammes de
résolutions couvertes par les microscopies optiques et électroniques.
Le microscope à force atomique présente généralement plusieurs
modes d'opération, que nous exposerons dans les sections suivantes.
Nous survolerons bien entendu, quoiqu'assez rapidement, la théorie gé-
nérale de fonctionnement relative à chacun de ces modes. Nous revien-
drons ensuite sur les composantes essentielles de cette technique. Notre
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Fig. 2.1  Schéma de principe du microscope à force atomique [34] .
description pratique de l'appareillage sera cependant réduite étant don-
né qu'il présente de nombreux points communs avec la microscopie à
effet tunnel à balayage.
2.2 Principe de fonctionnement
Dans la configuration générale d'un microscope à force atomique,
tel que schématisé à la figure 2.1, une pointe effilée est montée sur un
levier, agissant comme un ressort. Cette pointe va balayer, tout comme
en S.T.M., la surface de l'échantillon grâce aux mouvements induits par
le scanner piezoélectrique ( 1.3.1). L'interaction entre les atomes de la
pointe et ceux de la surface de l'échantillon produira une courbure du
levier. Cette courbure, ou déflexion, peut être mesurée et convertie par
la suite en signal électrique, facilement traitable par l'électronique de
contrôle du microscope. Dans notre cas, cette mesure de la déflexion se
réalise à l'aide d'un système optique. En effet, un faisceau laser est dirigé
sur un micro-miroir situé à l'arrière du levier (à l'opposé de la pointe).
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Fig. 2.2  Graphe de l'énergie potentielle de Lennard-Jones en fonction
de la distance pointe-échantillon [34].
Ce faisceau est, par la suite, réfléchi sur une photodiode. Les dévia-
tions de ce faisceau laser par rapport à une position de référence nous
donnent ainsi une mesure de la déflexion du levier. Il existe d'autres
techniques de détection de la déflexion du levier mais celle dont nous
disposons est cependant la plus utilisée. La topographie tridimension-
nelle de l'échantillon est alors sondée par la pointe, point par point, et
les forces d'interaction sont enregistrées le long de la surface de l'échan-
tillon. Sur base de ces données, une image est générée.
Les forces d'interaction entre la pointe et l'échantillon, mesurées
grâce à la déflexion du levier, ont un caractère attractif ou répulsif en
fonction de la distance pointe-échantillon. Elles peuvent être décrites
phénoménologiquement par un potentiel de Lennard-Jones [34]. Diffé-
rents modes de fonctionnement peuvent ainsi être distingués en fonction
de la force exercée sur l'échantillon. Considérons donc l'énergie poten-
tielle de Lennard-Jones, en tenant compte de l'interaction de van der
Waals à grande distance et de l'interaction répulsive de Pauli à faible
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distance, décrite par l'équation :
W (r) = 4²[(
σ
r
)12 − (σ
r
)6] (2.1)
où ² représente la profondeur du puits de potentiel et σ la distance
pour laquelle l'énergie potentielle est nulle. Cette énergie potentielle
est représentée graphiquement à la figure 2.2. Le puits d'énergie définit
la distance d'équilibre une fois la physisorption réalisée. Ce point définit
le terme  contact  en A.F.M.
A partir de ce graphe, nous pouvons distinguer les différents modes
de fonctionnement de l'A.F.M. Le mode dit  contact  correspond
aux positions pour lesquelles les forces d'interactions répulsives prédo-
minent. Il est ainsi situé dans la partie gauche du graphe de la figure 2.2.
Par ailleurs, le mode dit  non-contact  est lui caractérisé par la pré-
dominance des forces attractives (i.e. lorsque la pointe est suffisamment
éloignée de la surface) et est situé dans la partie droite du graphe de
Lennard-Jones (figure 2.2). Finalement, le mode dit  à contact inter-
mittent  (T.M.-A.F.M. : Tapping Mode- A.F.M.) constitue une sorte
d'alternative entre les deux précédents. Bien que, dans chaque mode,
soit mesurée la déflexion, chacun dispose d'un mécanisme de contrôle
et de contre-réaction adapté. Chaque mode est dès lors approprié pour
des types d'échantillons bien différents.
Le microscope à force atomique a cependant un champ d'application
beaucoup plus large que la simple imagerie de structures de surfaces.
En effet, il permet non seulement l'acquisition de données qualitatives
mais aussi quantitatives sur les forces d'interactions entre la pointe et
l'échantillon, pouvant fournir une indication sur les forces d'adhérence
entre ces deux éléments, ainsi que sur la rigidité du matériau étudié. Ces
données sont obtenues par ce qui est couramment appelé la spectro-
scopie de force. De plus, dans certains cas, l'A.F.M. peut s'avérer être
une sonde  physico-chimique , révélant des contrastes différents dans
les images obtenues, en fonction des propriétés du matériau au-dessus
duquel se situe la pointe, et ce indépendamment de la topographie. Cela
peut être réalisé par de petites extensions de la technique originelle, par
exemple en mesurant les forces de frottement entre la pointe et l'échan-
tillon grâce au mode appelé mode friction (en A.F.M. contact) ou
bien à l'aide de l'imagerie de phase (en A.F.M. à contact intermit-
tent). Tous ces modes de fonctionnement sont détaillés dans les sections
suivantes.
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2.3 Le mode contact
2.3.1 Principe
Dans ce mode, la pointe est amenée suffisamment près de la surface
de l'échantillon de sorte que l'on puisse mesurer une déflexion verticale
quasi-statique du levier, d, selon la loi de Hooke
F = kd (2.2)
où F est la force et k la constante de raideur du microlevier [56]. Le
faisceau laser, focalisé sur l'extrémité du microlevier et réfléchi sur une
photodiode, est alors dévié. Nous pouvons ainsi mesurer les déviations
du faisceau laser induites par les forces d'interactions prédominantes
dans ce cas, à savoir : des forces répulsives coulombiennes (ioniques ou
de Pauli) ou des forces d'adhérence. On parle alors de forces de contact.
La pointe balaye ensuite, point par point, venant véritablement racler
la surface de l'échantillon.
Ce mode est historiquement le premier à avoir été mis en ÷uvre.
Bien que très utile, il présente cependant le gros désavantage d'être
limité à des surfaces relativement solides. En effet, le risque est grand
de déformer, voire déteriorer la pointe et/ou l'échantillon au cours du
balayage. De plus, il reste limité aux surfaces relativement inertes. Dans
le cas contraire, des liaisons chimiques peuvent se former, de la friction
peut apparaître, ... [57]
2.3.2 Théorie de la déflexion
Il est important de comprendre le rôle fondamental que joue le le-
vier (et sa déflexion) en mode contact. Pour cela, décrivons la manière
dont va réagir un levier soumis à l'influence d'une force répulsive. Ce
problème de la déflexion du levier peut être décrit dans le cadre de la
mécanique d'une poutre encastrée.
Déflexion du levier
Considérons donc un levier rectiligne, de section rectangulaire tel
que présentée à la figure 2.3, encastré (en z = 0) et soumis à une
force F, agissant à son extrémité (en z = l). Ce levier, supportant la
pointe, est de longueur l, de largeur w et de hauteur h. L'équilibre du
levier impose que l'on ait une force de réaction ~N à la force ~F , ainsi
qu'un moment d'encastrement ME = −Fl. L'équation de l'élasticité,
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Fig. 2.3  Schéma de la déflexion d'un levier rectangulaire attaché à
une extrémité (modèle de la poutre encastrée) [34].
appliquée à notre cas, peut alors s'exprimer telle que
d2ux
dz2
=
F
EIy
(z − l) (2.3)
où ux est la valeur de la déflexion, Iy, le moment d'inertie de la poutre
selon l'axe Y et E, le module de Young [58]. En appliquant les condi-
tions aux limites qui sont que ux = 0 et dux/dz = 0 en z = 0, nous
obtenons à l'extrémité libre du levier une déflexion :
ux(l) = − F
EIy
l3
3
(2.4)
Cette expression montre que la déformation du levier est directe-
ment proportionnelle à la force appliquée. Cette force appliquée,
dans notre cas, n'est rien d'autre que la force d'interaction entre la
pointe et l'échantillon. Une simple mesure de la déflexion du levier est
donc suffisante pour mesurer la force exercée. On peut alors définir
la constante de raideur en flexion (ou raideur normale) du microlevier
comme
kF = − F
ux
=
3EIy
l3
(2.5)
Fréquences propres de vibration
Nous voudrions maintenant déterminer les fréquences propres de
vibration du levier. Pour cela, revenons au cas plus général d'une poutre
51
Chapitre 2. La microscopie à force atomique
pour laquelle l'équation de l'élasticité s'exprime [59]
EIy
d4ux(z, t)
dz4
= −ρSd
2ux(z, t)
dt2
(2.6)
où ρ et S désignent la masse volumique et la section transversale de
la poutre, respectivement. Prenons des solutions sinusoïdales du type
ux(z, t) = ux(z)cos(ωt + α). Les solutions générales de l'équation de
l'élasticité s'expriment alors
ux(z, t) = A cos(κz) + B sin(κz) + C cosh(κz) +D sinh(κz) (2.7)
où on a posé
κ4 =
ω2ρS
EIy
Appliquons ces solutions à notre microlevier encastré à une extré-
mité. Dans ce cas, les conditions aux limites sont identiques au cas
précédent, c'est-à-dire ux = 0 et dux/dx = 0 en z = 0 (i.e. à l'extrémité
encastrée). De plus, à l'extrémité libre (en z = l), les conditions sont
d2ux/dz
2 = 0 et d3ux/dz3 = 0. En applicant l'algèbre de base, il nous
faut alors résoudre :
cos(κl) cosh(κl) + 1 = 0
La fréquence de résonance la plus faible est déterminée en trouvant
la plus petite des solutions de cette équation, qui est κl ≈ 1.875. La
fréquence de résonance vaut alors [34] :
f =
(1.875)2
2pil2
√
EIy
ρS
(2.8)
Cette expression démontre clairement que la forme et le maté-
riau du levier déterminent sa fréquence de résonance. Théori-
quement, le levier pourrait vibrer à un nombre illimité de fréquences
mais l'amplitude de ces vibrations n'est non négligeable que pour la
fréquence fondamentale, exprimée ci-dessus.
2.3.3 Théories du contact
Après avoir décrit la réponse d'un levier soumis à une interac-
tion (l'interaction pointe-échantillon), revenons à l'étude de l'A.F.M.
en mode contact. En effet, lorsque deux corps solides macroscopiques
entrent en contact, leurs surfaces se déforment. Ce phénomène se pro-
duit également en mode contact lorsque la pointe A.F.M. applique
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une force suffisante que pour provoquer une modification de la sur-
face. Intéressons-nous à la manière dont les deux solides en contact se
déformeront durant le balayage. Ce problème se résume, dans le cas
le plus simple, à la description du contact élastique entre deux corps
solides.
Par simplification, nous considérerons la pointe comme hémisphé-
rique. Le type de contact que nous devons décrire est donc du type
sphère-sphère ou encore sphère-plan 9. Dans la suite de cette section,
nous présenterons les principales théories décrivant le contact élastique
entre deux corps considérés comme des milieux continus, à savoir : la
théorie de Hertz, la théorie DMT 10 et finalement la théorie JKR 11.
Théorie de Hertz
Le modèle de Hertz est l'un des plus anciens et le plus simple parmi
ceux détaillés dans ce travail. En effet, dès 1881, H. Hertz fut le premier
à proposer une théorie décrivant la géométrie d'un contact entre une
sphère élastique et la surface plane et rigide d'un échantillon. Il consi-
dère un contact élastique en l'absence de toute adhérence ou frottement.
Les solides en contact sont soumis à de petites contraintes (dans la li-
mite de leur réponse élastique). La surface est supposée lisse. La force
est appliquée perpendiculairement au plan de contact des objets. Sous
l'effet d'une force normale ~Fext, le rayon de contact a entre une sphère
de rayon R et la surface d'un échantillon plan est donné par [60] :
a = (
RFext
K
)1/3 avec K =
4
3
(
1− ν2p
Ep
+
1− ν2e
Ee
)−1 (2.9)
où νp et νe sont les coefficients de Poisson, Ep et Ee, les modules de
Young, caractérisant la pointe et l'échantillon, respectivement. La dé-
formation élastique δ est définie comme le rapprochement des centres
des deux sphères. En microscopie à force atomique, si le module élas-
tique de la pointe est supposé grand devant celui de la surface, on parle
alors d'indentation de la pointe dans la surface. La profondeur
d'indentation élastique δ de la pointe dans le matériau vaut δ = a2/R.
La relation entre la force ~Fext et l'indentation élastique s'exprime telle
que
Fext = KR
1/2δ3/2 (2.10)
9La description du contact dans une géométrie sphère-plan se déduit simplement
du contact dans le cas d'une géométrie sphère-sphère en passant à la limite pour
Ri=1ou2 →∞.
10du nom de ses inventeurs B.V. Dejarguin, V.M. Muller et Y.P. Toporov.
11du nom de ses inventeurs K.L. Johnson, K. Kendall et A.D. Roberts.
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Cette expression a été obtenue en considérant la distribution de pres-
sion nulle en dehors du contact et ayant une valeur finie en tout point
de cette aire de contact. Dans un contact hertzien, l'intensité de la
force répulsive est liée, d'une part, à la déformation élastique (avec une
dépendance en puissance 3/2) et, d'autre part, au module élastique
de la surface. La rupture du contact n'est pas brutale mais progres-
sive puisque le rayon du contact tend continûment vers zéro lorsque la
charge diminue jusqu'à s'annuler. A ce moment les sphères se séparent.
Cette théorie est pratiquement inutilisable en A.F.M. En effet, dans
la plupart des cas, la pointe A.F.M. est plus rigide que l'échantillon et il
nous faut dès lors également considérer les déformations de la surface de
l'échantillon. Or, cette théorie ne permet pas de calculer la déformation
d'un échantillon par un pointe rigide. De plus, elle ne tient pas compte
des forces adhésives.
Théorie de JKR
Un important modèle du contact entre deux corps est celui déve-
loppé par K.L. Johnson, K. Kendall et A.D. Roberts, appelé modèle
JKR [61]. Celui-ci tient compte des forces à courte portée agissant dans
l'aire de contact, à savoir les forces d'adhérence. Il considère le travail
thermodynamique d'adhérence à la surface de contact entre les solides
et suggère que ces solides se déforment localement pour former  un
pont de connexion . Pour une sphère de rayon R, de travail thermody-
namique d'adhérence W12 (entre les solides 1 et 2) et de force appliquée
Fext, le rayon de l'aire de contact, a, est défini par [62]
a3 =
R
K
[Fext + 3piRW12 +
√
6piRW12Fext + (3piRW12)2] (2.11)
Pour une même force appliquée, la théorie JKR prédit un rayon de
contact plus grand que celui de la théorie de Hertz. Cette expression
du rayon de contact entre deux solides élastiques présente quelques
conséquences importantes. D'abord, en l'absence de force d'adhérence,
l'expression se réduit au modèle de Hertz. Ensuite, pour une force ap-
pliquée nulle, le rayon de contact n'est pas ponctuel mais reste fini.
Sous l'action d'une faible charge négative appliquée (c'est-à-dire en ap-
pliquant une force vers le haut), les solides adhèrent jusqu'à ce qu'une
force critique négative soit atteinte. Dans ce cas, les corps en contact
se séparent. La force de séparation, que l'on appellera par la suite force
d'adhérence, est donnée par [62]
Fad = −1.5piW12R (2.12)
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Remarquons que la force d'adhérence dépend non seulement du travail
thermodynamique d'adhérence mais aussi du rayon de courbure de la
pointe. Elle est cependant indépendante du module de Young des deux
surfaces en contact. Le travail d'adhérenceW12 peut s'exprimer en fonc-
tion des énergies libres de surface, de la pointe (γ1), de l'échantillon (γ2)
et de l'énergie libre interfaciale (γ12), tel que [63]
W12 = γ1 + γ2 − γ12
Les différentes énergies libres γi peuvent en principe être déterminées
expérimentalement. Cette théorie a été vérifiée et s'avère être parti-
culièrement adaptée à l'étude de solides élastiques, souples, ayant de
fortes énergies d'adhérence ainsi que de grands rayons de pointe. Un
inconvénient important de cette théorie est qu'elle prédit une pression
infinie en bordure de l'aire de contact. Cette situation non-physique
provient du fait qu'elle ne considère que les forces agissant à l'intérieur
de l'aire de contact.
Théorie de DMT
Un autre modèle de contacts mécaniques a été développé par B.V.
Dejarguin, V.M. Muller et Y.P. Toporov, la théorie DMT [64]. Dans ce
cas, la sphère élastique est supposée se déformer selon la théorie hert-
zienne du contact, mais en tenant compte de l'adhérence 12. Cependant,
contrairement à la théorie JKR, toutes les forces attractives à longue
portée agissant entre les deux corps, en dehors de l'aire de contact, sont
prises en compte. Cela élimine la singularité de pression en bordure de
l'aire de contact établie dans la théorie JKR. Le rayon de contact est
alors donné par la relation [62]
a3 =
R
K
[Fext + 2piRW12] (2.13)
Cette théorie a cependant tendance à sous-estimer l'aire de contact
réelle, étant donné qu'elle ne suppose que l'existence de déformations
hertziennes. Dans cette théorie DMT, la force d'adhérence est détermi-
née par
Fad = −2piW12R (2.14)
Elle est particulièrement adaptée pour des matériaux rigides, de faibles
forces d'adhérence et de petits rayons de pointe.
12La géométrie du contact est supposée ne pas être modifiée par les forces adhé-
sives.
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2.3.4 Imagerie
L'imagerie en mode contact peut se réaliser de deux manières : à
force ou à hauteur constante.
Imagerie à force constante. Dans ce cas, la boucle de contre-ré-
action maintient la déflexion du levier constante en variant les
déplacements verticaux du scanner piézoélectrique au cours du
balayage. Ces déplacements sont effectués de manière à faire cor-
respondre la valeur de déflexion fixée par l'expérimentateur (la
 consigne ) et la valeur mesurée par le système. Ce mode est
analogue au mode à courant constant en microscopie à effet tun-
nel à balayage. La série de données est alors constituée par les
tensions appliquées à l'élément piézoélectrique afin de maintenir
la déflexion du levier constante. Les images ainsi obtenues consti-
tuent des surfaces d'équiforces.
Imagerie à hauteur constante. Ce mode agit sans la boucle de
contre-réaction. La position du scanner selon l'axe des Z ne va-
rie pas au cours du balayage. Le système détecte en fait les va-
riations de la déflexion du levier par rapport à une référence (la
 consigne ). De ce fait, il est également appelé mode  à déflexion
variable . Il permet une imagerie directe de la topographie de la
surface de l'échantillon. Etant donné que la boucle de contre-ré-
action est coupée, ce mode présente des vitesses de balayage plus
importantes que le mode précédent.
2.3.5 Artefacts
L'existence d'artefacts dans les images de microscopie à sonde locale,
et plus particulièrement en microscopie à force atomique, constitue un
problème plutôt gênant depuis l'avènement de ces techniques.
Des artefacts sont souvent observés en surface de matériaux durs
présentant des caractéristiques de surface aiguisées. En effet, si la sur-
face d'un échantillon présente des caractéristiques structurelles plus
aigües que l'apex de la pointe, les rôles sont alors inversés entre la
pointe et l'échantillon, de telle sorte que la forme de la pointe appa-
raisse dans l'image. On parle alors de convolution géométrique avec
la pointe.
Sur des surfaces planes, des imperfections peuvent apparaître dans
les images suite à des effets de pointe multiple ou asymétrique.
Les caractéristiques de l'image associée à une pointe multiple sont ma-
térialisées par une image fantôme, dans laquelle la caractéristique se
reproduit. Ce phénomène est similaire à celui déjà relevé pour la mi-
croscopie à effet tunnel à balayage ( 1.8).
56
2.4. Le mode à contact intermittent
D'autres artefacts sont encore possible en A.F.M. en mode contact.
Lors d'expériences sous conditions ambiantes, des micro-gouttelettes
d'eau (provenant de l'humidité environnante) se déposent en surface de
l'échantillon. Cette eau peut alors retenir la pointe A.F.M. dans son
parcours suite à l'action des forces de capillarité entre la pointe et l'eau
en surface. Ceci induit une  traînée  dans les images recueillies.
2.4 Le mode à contact intermittent
2.4.1 Principe
En mode à contact intermittent, la pointe oscille verticalement à une
fréquence proche de sa fréquence de résonance. La pointe en vibration
est amenée suffisamment près de la surface de l'échantillon pour qu'elle
entre de manière intermittente en contact avec la surface, diminuant de
ce fait l'amplitude de vibration. Cette diminution d'amplitude est ainsi
utilisée dans la boucle de contre-réaction. Ce mode est très intéressant
par sa relative facilité de mise en oeuvre et sa capacité à balayer la
surface d'échantillons fragiles avec une qualité d'imagerie excellente.
De manière plus pratique, il permet de minimiser les forces latérales
de friction entre la pointe et la surface au cours du balayage. De plus,
le faible temps de contact entre ces deux élements évite des déforma-
tions inélastiques de la surface. Cependant, l'interprétation rigoureuse
des images obtenues reste périlleuse. En effet, le levier évolue dans un
champ de forces non-linéaire. De plus, la réponse de celui-ci dépend
fortement des propriétés viscoélastiques et adhésives des surfaces ana-
lysées.
2.4.2 Théorie
Dans cette section, nous allons décrire la théorie relative au mode
à contact intermittent de la microscopie à force atomique. Nous nous
intéresserons d'abord à la réponse mécanique du levier. Ceci nous don-
nera un aperçu théorique de l'effet des forces sur l'oscillation du levier.
Mais avant toute chose, décrivons l'oscillation du levier.
Oscillations sans interaction
Comme nous l'avons déjà signalé, le levier est excité à une fréquence
proche de sa fréquence de résonance par un élément piézoélectrique sur
lequel il est posé. Le mouvement de l'élément piézoélectrique (et de
57
Chapitre 2. La microscopie à force atomique
là, celui du microlevier) est piloté par une tension sinusoïdale d'am-
plitude a et de fréquence ω. Dans notre cas, le mouvement du levier
peut être assimilé au mouvement d'un oscillateur harmonique amorti
en régime forcé. En effet, notre levier vibrant subit des pertes d'énergie,
principalement dues aux forces de frottement de l'air sur le levier. Ces
pertes d'énergie sont décrites par une force du type −β dz
dt
, où β est le
coefficient d'amortissement de l'oscillateur harmonique. L'équation du
mouvement s'exprime alors telle que :
m
d2z
dt2
= −kz − βdz
dt
+ Fps(zc − z) + F0 sinωt (2.15)
Dans cette équation, zc est la distance moyenne pointe-surface, Fps, la
force résultante sur la pointe due à l'interaction avec la surface et F , la
force d'excitation sinusoïdale.
Considérons d'abord le système pointe-levier sans interaction avec la
surface. La solution de ce système en absence d'interaction (c'est-à-dire
pour zc →∞ et Fps → 0) est celle d'un simple oscillateur amorti [56]
z(zc, t) = zc + A(ω) sin (ωt− φ)
A(ω) =
A0ω
2
0√
Q2(ω20 − ω2)2 + (ωω0)2
φ(ω) = arctan
ωω0
Q(ω20 − ω2)
(2.16)
où A0 est l'amplitude de résonance et φ est le retard de phase des oscil-
lations du levier par rapport au signal excitateur. Le décalage de phase
à la résonance est de pi/2. On utilise souvent un rapport appelé facteur
de qualité, Q, qui caractérise les pertes d'énergie. Il est défini comme 2pi
fois l'énergie moyenne stockée par l'oscillateur divisée par l'énergie qu'il
dissipe sur une oscillation. Dans l'approximation de grands facteurs de
qualité et pour des fréquences proches de la fréquence de résonance, Q
peut s'exprimer par
Q ' ω0
2β
=
ν0
∆ν
La largeur en fréquence du pic de résonance à A0/
√
2 vaut alors ∆ν =
ν0/Q.
Oscillations en interaction
Dans le cas d'oscillations du levier suffisament faibles, le mouvement
du levier en interaction avec la surface peut également être considéré,
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en première approximation, comme harmonique. Dès lors, la force Fps
peut être développée en série de z :
Fps(zc − z) ' Fps(zc)− F ′ps(zc)(zc − z) + ...
L'interaction pointe-échantillon produit alors un changement de la constante
de raideur du levier et de la fréquence de résonance du levier tel que [56]
k′ = k − F ′ps(zc) et ω′0 =
√
k′
m
= ω0
√
1− F
′
ps(zc)
k
(2.17)
A l'approche de la surface, l'interaction pointe-échantillon modifie la
fréquence de résonance du levier. En réalité, c'est le gradient de force
(F ′ps) ressenti par le levier en oscillation qui est à l'origine du décalage
en fréquence de la fréquence de résonance. De plus, par l'équation 2.16,
on s'aperçoit que l'amplitude de vibration est également modifiée par
le gradient de force.
2.4.3 Imagerie
Ce mode A.F.M. à contact intermittent peut être utilisé afin d'ob-
tenir différents types d'images. Celles-ci sont détaillées ci-dessous.
Imagerie en hauteur. L'imagerie en hauteur correspond à une image
topographique. La pointe en oscillation vibre au-dessus de la sur-
face de l'échantillon avec une amplitude fixée par l'expérimenta-
teur. Cette amplitude varie suite aux interactions avec les carac-
téristiques et rugosités de la surface. Dans ce type d'imagerie, la
boucle de contre-réaction tente de maintenir cette amplitude de
vibration constante en ajustant la hauteur du scanner piézoélec-
trique, i.e. en approchant ou éloignant la pointe et l'échantillon.
La série de données est dans ce cas constituée par les tensions
appliquées en Z au scanner.
Imagerie en amplitude. L'imagerie en amplitude correspond sim-
plement aux variations de l'amplitude de vibration de la pointe
suite à l'interaction avec les caractéristiques de la surface, lorsque
la boucle de contre-réaction est à l'arrêt.
2.5 L'imagerie de phase
L'imagerie topographique de surfaces d'échantillons à l'échelle na-
nométrique constitue déjà une prouesse technologique exceptionnelle et
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une aide indéniable dans la détermination de structures de surfaces. Ce-
pendant, la connaissance simultanée de la topographie et de la compo-
sition chimique d'une surface représente un des nombreux objectifs des
techniques microscopiques. Les microscopies à sonde locale n'échappent
pas à cette loi. En particulier, les succès de la microscopie à force ato-
mique à imager une large gamme de surfaces à l'échelle nanométrique
ont motivé les scientifiques à tenter d'identifier par cette technique la
composition chimique des matériaux étudiés.
Dans ce cadre, la microscopie de force latérale (L.F.M. : Lateral
Force Microscopy) fut alors inventée et appliquée à l'étude de matériaux
présentant divers domaines de coefficients de frottement différents. Une
approche plus sélective consistant à fonctionnaliser les pointes A.F.M.
afin d'être sensible à des interactions chimiques ou biologiques spéci-
fiques fut également développée. Il s'agissait de la spectroscopie de force
et de la microscopie de force chimique (C.F.M. : Chemical Force Micro-
scopy). Cependant, les possibilités d'atteindre un contraste chimique
se sont toujours révélées bien inférieures à leurs possibilités topogra-
phiques. Un mode dynamique de l'A.F.M. nous offre néanmoins une
technique puissante de cartographie des variations de composition, de
friction, de viscoélasticité et/ou d'adhérence de la surface des échan-
tillons. Cette méthode est appelée imagerie par contraste de phase ou,
tout simplement, imagerie de phase. Elle est au coeur des paragraphes
qui suivent.
2.5.1 Principe et imagerie
Dans ce mode, les hétérogénéités physico-chimiques de la surface
sont cartographiées en enregistrant le déphasage en fonction de la po-
sition. En effet, dans la plupart des cas, un déphasage apparaît entre le
signal excitateur appliqué à l'élément piézoélectrique faisant osciller le
microlevier à sa fréquence de résonance et le signal recueilli à la photo-
diode (voir  2.4.2). Comme nous le détaillerons dans les paragraphes
suivants, ce déphasage, ou décalage de phase, dépend fortement des
interactions entre la pointe et la surface (forces attractives, adhérence,
élasticité et viscosité de la surface) [65].
Principe
Le principe de fonctionnement de ce mode A.F.M. est simple concep-
tuellement. Tout comme en mode à contact intermittent, un élément
piézoélectrique fait vibrer le microlevier à une fréquence proche de sa
fréquence de résonance. Cette oscillation est induite par une tension si-
nusoïdale appliquée aux bornes d'un élément piézoélectrique, à la base
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Fig. 2.4  (A) Image A.F.M. en mode à contact intermittent de na-
notubes de carbone multiparois fonctionnalisés par un polymère. (B)
Image de phase du même échantillon, enregistrée en même temps que
la topographie [66].
du levier. Nous disposons également d'un second signal, le signal sinu-
soïdal recueilli à la photodiode. Comme nous l'avons déjà cité préce-
demment (§ 2.4.2), le gradient de force ressenti par la pointe oscillante
modifie les oscillations du levier. Il peut alors apparaître un décalage
en phase et fréquence entre le signal envoyé pour faire vibrer le levier
et le signal recueilli à la photodiode. Les données rassemblées forment
 une image de phase .
Imagerie
En imagerie de phase, le décalage de phase de la pointe par rapport
au signal d'excitation est contrôlé et enregistré, alors que la boucle
de contre-réaction maintient l'amplitude de vibration constante [67].
En enregistrant simultanément la topographie et le décalage de phase,
il devient possible de cartographier les propriétés d'interaction d'un
échantillon hétérogène. Ceci est illustré à la figure 2.4 où l'image de
gauche représente la topographie, alors qu'à droite se trouve l'image de
phase du même échantillon. Il s'agit d'un nanotube de carbone fonc-
tionnalisé par un polymère. Deux contrastes apparaissent dans l'image
de phase. Nous pouvons dès lors y associer les zones correspondantes
dans l'image topographique.
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2.5.2 Théorie
Rappelons les propriétés des décalages de phase d'un oscillateur
amorti (§ 2.4.2). Pour une oscillation de type sinusoïdal, la relation
entre le décalage de phase et la fréquence de travail est donnée par
l'équation 2.16,
tanφ = (ωω0/Q)/(ω
2
0 − ω2)
Cette équation établit qu'à la résonance, le décalage de phase est exac-
tement de 90.
Décalages de phase et propriétés des matériaux
Afin de pouvoir interpréter les images de phase, nous avons besoin
d'une relation entre une propriété donnée du matériau et le décalage
de phase qu'il produit. En fait, il s'agit là d'un problème très difficile.
Magonov et al. ont considéré une approximation harmonique pour
relier les décalages de phase et la rigidité du matériau [68]. Ils postulent
que l'effet des interactions pointe-échantillon sur le mouvement de la
pointe pourrait être considéré en introduisant une constante de force
effective, keff = k + σ, où σ =
∑
∂Fi/∂z est la dérivée des forces
agissant sur la pointe. Ils ont ainsi pu obtenir la relation suivante :
φ ≈ pi
2
− εaE∗Q
k
(2.18)
Dans cette expression, k est la constante de raideur du levier et a, le
diamètre de la surface de contact. σ a été approximé par la rigidité
de la surface s = εaE∗. Cette expression établit bien une relation de
proportionnalité entre le décalage de phase et le module de Young ré-
duit de la surface (E∗). Ce modèle souffre cependant des imperfections
d'un modèle harmonique et est donc limité à un nombre restreint de
situations expérimentales.
Décalages de phase et dissipation d'énergie
D'autres recherches ont par ailleurs montré que le décalage de phase
mesuré est lié à la dissipation d'énergie lors du balayage. En effet, Ta-
mayo et Garcia ont montré qu'en l'absence de processus dissipatifs à
l'interface pointe-échantillon, le décalage de phase, à amplitude d'os-
cillation constante, est indépendant du module d'élasticité de l'échan-
tillon [69]. Cleveland et ses collaborateurs ont, quant à eux, déduit
une expression analytique de la relation entre l'angle de déphasage lors
du mouvement de la pointe et l'énergie dissipée par les forces pointe-
échantillon [70, 71]. Leur modèle est basé sur l'hypothèse que, à l'équi-
libre, l'énergie moyenne fournie par période au levier (Eext) doit être
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égale à la moyenne des énergies dissipées par les interactions visqueuses
hydrodynamiques avec l'environnement (Eenv) et les interactions inélas-
tiques à l'interface pointe-échantillon (Edis). Dès lors, ils ont abouti à
sinφ =
ω
ω0
Asp(ω)
A0
+
QEdis
pikA0Asp(ω)
(2.19)
où ω et ω0 sont les fréquences d'excitation et propre du microlevier, res-
pectivement. Asp(ω) et A0 sont l'amplitude de référence fixée par l'ex-
périmentateur ( Amplitude SetPoint ) et l'amplitude à la résonance,
respectivement. Dès lors, les variations du décalage de phase (i.e.
les modifications de contraste dans les images de phase) ne
peuvent provenir que des changements de l'énergie dissipée
par les forces pointe-échantillon.
Contributions topographiques aux décalages de phase
L'équation 2.19 suppose implicitement que le système de contrôle ré-
ponde de manière instantanée aux variations d'amplitude. Cependant,
un temps de réponse fini impliquerait une amplitude d'oscillation ins-
tantanée, Ai, différente de Asp. En conséquence, des changements de
phase pourraient être induits par le terme élastique (Ai/A0). Cet effet
est particulièrement marqué dans les régions de changements topogra-
phiques abrupts. Il apparaît donc dans ce cas une composante topo-
graphique dans les images de phase [67]. L'enregistrement simultané
de la topographie et de la phase permet d'identifier les composantes
topographiques dans l'image de phase.
2.6 La spectroscopie de force
Au-delà des différentes applications microscopiques, l'A.F.M. consti-
tue également une technique permettant l'étude de propriétés locales
des surfaces, autres que structurales. La mesure des forces adhésives
entre la pointe et l'échantillon en mode contact en est un exemple. Dans
ce cas, la déflexion normale du levier est enregistrée en fonction du dé-
placement normal du scanner piézoélectrique. On parle alors de courbe
d'approche-retrait ou de spectroscopie de force. Ces courbes per-
mettent de mesurer, en un point donné, les interactions pointe-surface
en fonction de la distance pointe-échantillon.
2.6.1 Principe
Afin d'expliquer simplement ce mode de fonctionnement, aidons-
nous d'un exemple type de courbe spectroscopique, telle que celle pré-
63
Chapitre 2. La microscopie à force atomique
Fig. 2.5  Courbe typique d'approche-retrait donnant la déflexion du
levier en fonction de la distance pointe-échantillon [62].
sentée à la figure 2.5. Cette courbe, issue d'un cycle d'approche-retrait
de la pointe, représente le déplacement du scanner piezoélectrique en
fonction de la déflexion du microlevier [62]. Cette déflexion du levier est
enregistrée alors que la pointe et l'échantillon sont amenés en contact
et séparés par la suite.
Aussi longtemps que la pointe et l'échantillon sont suffisamment
loin, le levier est libre et n'est pas défléchi. Nous nous trouvons au
point 1 de la figure 2.5. Suite à l'extension en Z du scanner, la pointe
approche la surface de l'échantillon. Lorsque ces derniers sont amenés
suffisamment près l'un de l'autre, le levier subit une force attractive
croissante, causée par les forces électrostatiques attractives et de van
der Waals [72]. Il fléchit alors en direction de l'échantillon. Lorsque
le gradient de force surpasse la constante de raideur du levier, il se
produit une instabilité, un saut vers la surface. La pointe entre alors
brusquement en contact avec la surface. C'est le point 2 de la courbe
de force (figure 2.5). En supposant que la pointe ne pénètre pas dans
la surface de l'échantillon, le levier ressent une force de répulsion et
se tord vers le haut, de manière approximativement linéaire, jusqu'au
point 3 de la courbe spectroscopique. Cette torsion du levier s'effectue
suivant la loi de Hooke, pour de petites déformations.
A l'extrême gauche du diagramme, le scanner est totalement étendu
et commence à se rétracter. En inversant donc le mouvement du scan-
ner, le signal de déflexion suit environ le même chemin qu'à l'aller. Ce-
pendant, les forces d'adhérence vont garder la pointe en contact avec
l'échantillon jusqu'à ce que la force élastique du levier surpasse cette
adhérence. Le levier se décroche alors de la surface. C'est le point 4 de
la courbe d'approche-retrait. Aussi bien la pente de la région linéaire
attractive que celle de la région répulsive correspond à la sensibilité
de déflexion, c'est-à-dire à la différence de tension engendrée au photo-
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détecteur par unité de mouvement du scanner piezoélectrique. Avec la
constante de force du levier, la sensibilité de déflexion rapporte le fac-
teur de conversion permettant de transformer la tension recueillie à la
photodiode en force appliquée. En connaissant cela, la force adhésive
maximale (point 5 de la figure 2.5) peut être calculée à partir de la
déflexion négative maximale au point 4.
Il faut noter que les trajets aller et retour ne se superposent pas
toujours, principalement pour deux raisons. Premièrement, l'apparition
de déformations plastiques peut provoquer une variation de la réponse
du microlevier. Ensuite, le scanner piézoélectrique est sujet à divers
problèmes comme la non-linéarité ou l'hystérèse [73].
2.7 Les autres modes
2.7.1 Le mode friction
Le frottement, ou friction, se produit lorsque deux corps solides se
déplacent l'un par rapport à l'autre. La friction ainsi définie est un
des phénomènes les plus communs et complexes dans la nature [74]. Il
est source de problèmes lorsqu'il n'est pas pris en considération, et est
exploité aussi bien dans les tâches les plus simples de la vie quotidienne,
comme la marche, que dans les machines modernes. Mais qu'est-ce que
la friction ? La friction est une forme de dissipation d'énergie ayant lieu
lorsque deux surfaces entrent en contact et en mouvement relatif.
La première étude systématique de la friction date du XV ieme siècle.
En effet, à l'époque, Léonard de Vinci (1452-1519) réalise des expé-
riences sur la friction, consistant à mesurer la force nécessaire pour
faire glisser une masse M sur une surface. Il en déduit que la friction
est indépendante de la surface de contact (il s'agit de la première loi
du frottement). Deux siècles plus tard, Amonton (1663-1706) s'attela
lui aussi à l'étude du frottement. Ses résultats lui ont permis d'établir
une autre loi (la seconde loi du frottement) : La force de friction est
proportionnelle au poids du corps déplacé sur un plan horizontal. Elle
s'exprime telle que :
Ff = µFext (2.20)
Il appela le facteur de proportionnalité, µ, le coefficient de friction. Ff
est la force frictionnelle et Fext, la force extérieure normale à la surface.
Leonhard Euler (1707-1783) a fait la distinction entre les frottements
statiques et dynamiques. Par définition, la force de frottement statique
décrit la force nécessaire pour initier le frottement glissant d'un corps
sur une surface. La force de frottement dynamique est, pour sa part, la
force nécessaire pour garder un corps en frottement glissant. Environ
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un demi siècle plus tard, Coulomb (1736-1806) s'est intéressé aux pa-
ramètres influençant le frottement dynamique. Il a ainsi pu mettre en
évidence la troisième loi du frottement qui spécifie que le coefficient de
frottement dynamique est indépendant de la vitesse de glissement et de
la surface (apparente) de contact [75].
Ce phénomène extrêmement présent dans notre vie de tous les jours
est bien l'un des plus complexes et cependant l'un des moins compris.
Des avancées récentes ont cependant permis, ces dernières années, des
mesures quantitatives des forces de friction à l'échelle atomique. Parmi
celles-ci, figure la microscopie de force latérale. Elle a largement contri-
bué à une meilleure compréhension des mécanismes microscopiques
impliqués. L'amélioration croissante des techniques de caractérisation,
ainsi que le développement rapide et la disponibilité de larges ressources
calculatoires, ont rendu possible ces récents succès, tant au niveau ex-
périmental que théorique.
Principe
Le microscope à force atomique peut être configuré pour l'étude
des forces de friction. On parle alors de microscopie de force latérale,
aussi appelée A.F.M. en mode friction. Celle-ci permet de détecter les
variations des forces latérales, à l'échelle atomique, lorsqu'une pointe
glisse sur une surface. Ces forces atomiques agissant lors du glissement
de quelques atomes entrant en contact avec une surface peuvent ainsi
fournir un aperçu très direct des origines microscopiques de la fric-
tion [76].
Son principe fut imaginé par Mate et al. [77]. Leur idée était de
détecter, en A.F.M. en mode contact, les modes de torsion du levier,
lorsque la direction de balayage rapide était perpendiculaire à l'axe
du levier. Afin de comprendre comment les données de friction sont
acquises par A.F.M., nous devons simplement imaginer le mouvement
du faisceau laser au travers du détecteur, alors que la pointe sonde la
surface de l'échantillon. Les forces latérales produisent une torsion du
levier, donnant lieu à une déviation du faisceau laser suivant une ho-
rizontale, et détectées grâce à l'utilisation d'une photodiode à quatre
quadrants. Ces déviations latérales sont alors recueillies et converties
sous forme d'image. Généralement, une image topographique est simul-
tanement enregistrée de sorte que les caractéristiques topographiques
de l'échantillon puissent être aisément comparées aux caractéristiques
tribologiques apparaissant dans l'image de friction.
N'ayant pas utilisé ce mode d'imagerie lors de ce travail, nous n'irons
pas plus en profondeur dans son explication. Le lecteur intéressé pourra
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consulter la littérature [78].
2.7.2 Le mode non-contact
Le mode de fonctionnement de l'A.F.M. dont nous allons parler
maintenant est un mode dit  dynamique , tout comme le mode à
contact intermittent. De manière similaire, il s'agit d'un mode pour
lequel on impose une vibration au levier. Ce mode non-contact a été
développé afin de minimiser la déformation et/ou destruction des échan-
tillons mous tels que les polymères ou les matériaux biologiques [65]. En
effet, en mode contact, les forces appliquées peuvent être relativement
élevées. La pointe peut alors venir véritablement labourer la surface de
l'échantillon. De plus, les forces de friction et de capillarité induisent de
nombreux artefacts dans les images, rendant leur interprétation d'au-
tant plus difficile. Le mode non-contact tend à réduire, voire éliminer,
ces inconvénients.
Principe
En pratique, dans le mode non-contact, le microlevier est excité à
une fréquence proche de sa fréquence de résonance, par un élément
piézoélectrique sur lequel il est monté [79]. La pointe oscille alors au-
dessus de la surface de l'échantillon sans la toucher [80]. L'amplitude de
l'oscillation du microlevier est maintenue suffisamment faible pour que
celui-ci reste dans un régime attractif. La force attractive ressentie (Fatt)
modifie la constante de raideur effective du levier suivant la relation [81]
keff = kF − ∂Fatt
∂z
(2.21)
Cette modification de la constante de raideur provoque alors une va-
riation de la fréquence de résonance. L'asservissement de l'amplitude
de vibration ou de la fréquence de résonance par la boucle de contre-
réaction nous permet d'obtenir une image topographique. Notons que
ce mode est en fait sensible aux variations du potentiel d'interaction
pointe-échantillon, compliquant de ce fait l'interprétation à donner aux
images obtenues [60].
N'ayant pas utilisé ce mode d'imagerie lors de ce travail, nous n'irons
pas plus en profondeur dans son explication. Le lecteur intéressé pourra
approfondir ce mode en consultant la littérature [82].
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2.8 Les pointes et leviers
Auparavant, aux premiers jours de l'A.F.M., les microleviers de-
vaient être réalisés par les chercheurs eux-même. De nos jours, leur
vie est grandement facilitée par la disponibilité d'une large gamme de
leviers, pointes et couches réfléchissantes, que l'on peut se procurer
commercialement.
Les leviers sont généralement réalisés en silicium, nitrure ou oxyde
de silicium. Ils peuvent se présenter sous forme triangulaire ou sim-
plement celle d'une poutre rectangulaire. Chaque levier possède sa fré-
quence de résonance et constante de raideur propre. Ces paramètres dé-
termineront le mode de fonctionnement de l'A.F.M. pour lequel chaque
levier est le mieux adapté. A l'extrémité du levier, se situe une pointe
très effilée. Cette dernière peut avoir une structure conique ou pyra-
midale. Les caractéristiques des pointes utilisées sont rassemblées en
annexe A.
2.9 Les substrats
Bien que, à l'instar de la microscopie à effet tunnel à balayage, les
substrats utilisés en microscopie à force atomique ne doivent pas né-
cessairement être conducteurs, d'autres conditions sont tout de même
requises afin que les expériences A.F.M. se déroulent au mieux. Il semble
en effet évident, étant donné la résolution de l'A.F.M., que les substrats
soient atomiquement plans sur de grandes distances. Il doivent égale-
ment présenter une certaine inertie thermique et chimique.
Nos mesures A.F.M. nous ont conduit à l'utilisation de trois types
de substrats repris dans cette thèse : le mica, le fluorure de calcium
et le tantale. Les caractéristiques propres de chacun d'entre eux sont
brièvement résumées ci-dessous.
2.9.1 Mica
Le mica est l'un des substrats les plus communs en microscopie à
force atomique. Il est en effet largement utilisé comme base pour l'étude
de films de Langmuir-Blodgett, de monocouches auto-assemblées et
d'autres molécules organiques. Son plus grand avantage est qu'il s'agit
d'un matériau en feuillets. Il peut dès lors être facilement clivé, afin
d'obtenir des surfaces atomiquement planes sur de larges zones, comme
le montre la figure 2.6B. Ce clivage, réalisé à l'aide d'un adhésif, met
alors à notre disposition des surfaces propres pour chaque échantillon,
de manière simple et rapide.
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Fig. 2.6  (A) Structure du mica. (B) Image A.F.M. de la surface de
mica.
Structure cristallographique
La structure du mica est présentée à la figure 2.6A. C'est un ma-
tériau alumino-silicaté. La formule complète de sa cellule élémentaire
est le KAl2 (Si3AlO10) (OH)2. Ces cellules élémentaires sont empilées
en couches d'environ 10 Å d'épaisseur. Les ions K+ sont situés en bor-
dure de ces couches, fournissant une liaison électrostatique faible. Ils
définissent dès lors le plan de clivage préférentiel. Ces plans présentent
des atomes d'oxygène organisés en structure hexagonale (avec une pé-
riodicité de 5.2 Å), et formant les coins des bases des tétraèdres de
SiO4 [72]. Comme le montre la figure 2.6B, cette surface est très lisse,
ce qui convient parfaitement pour des mesures S.P.M.
2.9.2 Le difluorure de calcium
Le fluorure de calcium (CaF2) est un matériau naturel transpa-
rent. Il possède des propriétés optiques très intéressantes. En effet, il
est transparent à la lumière visible et ultraviolette (de 170 nm à 7800
nm). Ce matériau a dès lors trouvé de nombreuses applications dans les
composants optiques tels que les lentilles, prismes et fenêtres. Dû à son
faible désaccord de maille avec le silicium, il semble également être un
candidat prometteur pour des couches passivantes épitaxiques et pour
la fabrication de composés tridimensionnels intégrés [83].
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Fig. 2.7  (A) Image A.F.M. contact de la surface du difluorure de
calcium. (B) Image T.M.-A.F.M. de la surface d'oxyde de tantale.
Structure cristallographique
Les ions Ca++ forment une structure cubique à faces centrées avec
les ions plus petits de F− occupant les centres des tétraèdres. Le para-
mètre de maille est de 536 pm. Il s'agit d'un cristal stable chimiquement
et physiquement, ayant une excellente résistance chimique, thermique
et à l'eau. Sa surface est relativement plane, bien que soient visibles les
griffes de polissage, comme le montre la figure 2.7A.
2.9.3 Le tantale
Le tantale est un métal gris argenté, dense et très dur. Lorsqu'il est
pur, il est ductile et peut être étiré en fins fils, qui peuvent être utilisés
comme filaments pour l'évaporation de métaux tels que l'aluminium.
Le tantale est presque totalement immunisé contre les attaques chi-
miques à des températures inférieures à 150C. La principale utilisation
du tantale, sous forme de poudre métallique de tantale, se situe dans la
production de composants électroniques, en particulier des capacités. Il
est également employé pour des instruments chirurgicaux et implants
métalliques. Il ne réagit en effet pas avec les liquides physiologiques. Les
substrats utilisés sont des plaquettes de tantales, qui s'oxydent à l'air
ambiant. Sa surface, bien que quelque peu rugueuse (comme le montre
la figure 2.7B) présente de larges terrasses, qui peuvent constituer au-
tant de sites d'analyse.
70
Deuxième partie
Résultats expérimentaux
71

Chapitre 3
Les monocouches
auto-assemblées
Résumé
Les monocouches auto-assemblées (S.A.M.s : Self-Assembled Mono-
layers) sont des monocouches moléculaires formant des structures or-
ganisées, de manière spontanée sur des substrats. L'utilisation de tech-
niques microscopiques aussi performantes que la S.T.M. et l'A.F.M.
ont révélé la structure, à l'échelle moléculaire, voire atomique, de telles
couches. Elles ont permis des avancées scientifiques et technologiques
incroyables recouvrant le domaine grandissant des bio- et nanotech-
nologies. Ces S.A.M.s peuvent être classées en deux catégories : les
monocouches simplement physisorbées et celles chimisorbées. Elles ont
été toutes deux soumises à investigation. Dans ce cadre, l'utilisation
de pointes S.T.M. fonctionnalisées a grandement facilité notre travail
recherche. De manière plus précise, les deux premières sections de ce
chapitre considèrent des molécules physisorbées en milieu liquide (des
esters et acides gras). Les sections suivantes traitent de molécules chi-
misorbées (alcanethiols et thiocyanates).
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3.1 Les esters
L'interface entre un solide et une solution organique a considéra-
blement attiré l'attention des chercheurs ces dernières décennies [84,
85, 86]. Les recherches sur les propriétés des monocouches organiques
sont en effet d'une importance primordiale pour la compréhension des
processus fondamentaux d'organisation à deux dimensions. Ces inves-
tigations sont également essentielles pour de nombreuses avancées et
applications technologiques telles que celles traitant de l'adhérence, de
la lubrification, ou de la fabrication de nouveaux matériaux à l'échelle
moléculaire [87].
Dans ce contexte, le microscope à effet tunnel à balayage a large-
ment démontré son efficacité lors d'études de structures de surfaces
propres ou recouvertes, que ce soit à l'air, sous ultra-haut vide ou en
milieu liquide [88, 89, 90]. De nombreuses études in situ ont en effet
été plus que fructueuses dans la détermination de l'organisation mo-
léculaire bidimensionnelle à l'interface liquide/solide. Des résolutions
moléculaires, voire même parfois atomiques, ont en effet été obtenues.
Ces recherches ont révélé que les couches formées possèdent un haut de-
gré d'organisation bidimensionnelle. Par exemple, les alcanes et alcools,
adsorbés sur un substrat de graphite, tendent à adopter, dans la plupart
des cas, une conformation all-trans, avec leur axe moléculaire parallèle
les uns aux autres, afin d'optimiser les interactions intermoléculaires et
molécule-substrat [91, 92, 13]. L'auto-assemblage de nombreuses autres
molécules telles que des alcanes substitués [93, 94], des éthers à longue
chaîne [95], des acides gras [96] ou des dérivés benzéniques [97, 98, 99]
a également été intensément étudié.
La microscopie à effet tunnel à balayage présente cependant un
champ d'application beaucoup plus large que la simple acquisition d'ima-
ges de structures de surface. En effet, cette technique permet la dis-
tinction de différents groupements fonctionnels. Cependant, alors que
certains d'entre eux tels que les amines, thiols ou halogénures sont ai-
sément différenciés du squelette moléculaire, d'autres tels que les esters
ou les groupements carboxyliques ne sont pas identifiés dans les images
S.T.M. [100, 101]. En se rappelant le fait que, dans la configuration du
S.T.M., si la pointe et l'échantillon sont séparés de seulement quelques
angströms, leurs fonctions d'onde électroniques se chevauchent. En ap-
pliquant une tension entre ces deux électrodes, un courant tunnel peut
circuler. Ceci suggère qu'une modification de la pointe S.T.M. pourrait
permettre la distinction d'espèces à l'aide d'une utilisation adéquate
des interactions chimiques. Nous avons donc  fonctionnalisé  (c'est-à-
dire modifié chimiquement) les pointes S.T.M., afin d'étudier l'effet de
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cette fonctionnalisation sur le courant tunnel et les contrastes observés
sur des groupements fonctionnels spécifiques. En comparant les divers
contrastes (présentés par un groupement fonctionnel), obtenus avec dif-
férentes pointes modifiées, nous avons été capable d'identifier la spéci-
ficité chimique du groupement fonctionnel et de localiser, à l'échelle
atomique, leur position au sein de la molécule [17].
Finalement, au-delà même de l'identification de groupements fonc-
tionnels, la microscopie à effet tunnel à balayage présente la possi-
bilité de fournir un aperçu de propriétés aussi diverses que la chi-
ralité, la réactivité ou les dynamiques moléculaires aux interfaces li-
quide/solide [102, 103, 104, 105, 106]. Plus particulièrement, elle permet
le suivi du mouvement de molécules adsorbées en surface, en fonction du
temps. Malheureusement, la gamme de phénomènes dynamiques pou-
vant être analysés par cette technique reste limitée par la nature même
des expériences S.T.M. En effet, ces dernières sont généralement réali-
sées sur une échelle de temps beaucoup plus large que les mouvements
des molécules. Dès lors, ces déplacements moléculaires ne peuvent être
suivis que si ces phénomènes se produisent à l'échelle de la millise-
conde ou plus [97]. De tels processus dynamiques spontanés ont été
imagés et étudiés dans des systèmes de monocouches pures à l'inter-
face liquide/solide. Nous nous sommes donc intéressé aux mouvements
moléculaires, et plus précisement aux jonctions entre domaines [17].
En pratique, nous avons comparé les images S.T.M. obtenues sur
des couches d'esters de cire [le palmitate de palmitoyl (P.P.) : CH3-
(CH2)14-COO-(CH2)15-CH3] à l'interface phényloctane/graphite (à la
limite de la saturation). Les détails concernant les produits utilisés sont
exposés en annexe B. L'effet des pointes modifiées chimiquement sur
le contraste des images obtenues a été étudié. Dans le cas présent, les
pointes ont été fonctionnalisées par des couches auto-assemblées d'acide
4-mercaptobenzoïque (4-MBA) et de 4-mercaptotoluène (4-MT). Nous
avons également considéré les mouvements moléculaires aux jonctions
entre domaines, en décrivant leur évolution en fonction du temps.
L'utilisation de pointes en or modifiées chimiquement à l'aide de 4-
MBA et de 4-MT rend plus aisée l'imagerie moléculaire à l'interface li-
quide/solide. De plus, la comparaison entre des images de monocouches
obtenues avec des pointes en or modifiées avec du 4-MBA et du 4-MT
nous a permis de révéler la position du groupement ester au sein de la
molécule. Des mesures obtenues avec des pointes en or non modifiées
sont exposées ci-dessous comme référence.
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Fig. 3.1  Structure du Palmitate de Palmitoyl (P.P.). Les flèches
indiquent la position des atomes d'oxygène. Les autres sphères repré-
sentent des groupements méthylènes.
3.1.1 Organisation bidimensionnelle
Les molécules étudiées sont des esters symétriques, comme montré
à la figure 3.1. Dans cette figure, les sphères grises représentent des
groupements méthylènes, excepté celles indiquées par une flèche, qui
constituent des atomes d'oxygène. Des résultats préliminaires, obtenus
par diffraction de rayons X (X.R.D. : X-Ray Diffraction), ont permis
d'établir leur structure cristalline et leurs caractéristiques moléculaires,
en particulier leur longueur moléculaire (environ 4 nm) [107].
Dans ces études préliminaires, des expériences de microscopie à ef-
fet tunnel à balayage sur des assemblages d'esters de cire à l'interface
liquide/solide furent aussi rapportées [107]. Leurs images S.T.M. (obte-
nues à l'aide de pointes en Pt/Ir) révèlent différents types d'assemblages
moléculaires. Tous ces résultats ont mis en évidence l'énorme difficulté
d'obtenir des images interprétables et reproductibles à l'aide de pointes
en Pt/Ir. Des images à résolution submoléculaire n'ont de plus jamais
été obtenues malgré un nombre important d'essais. Enfin, la position
des groupements fonctionnels (i.e. des groupements esters) n'a pas été
identifiée par ces données.
La figure 3.2 présente une image d'une couche d'esters de cire (P.P.),
observée à l'aide d'une pointe en or non-modifiée. Un assemblage côte-
à-côte de lamelles forme cette couche. Ces lamelles, séparées par des
sillons (de moins de 2 angströms en profondeur) se répètent tous les
5 nm environ. Chaque lamelle apparaît ainsi être formée d'un arran-
gement compact de bâtonnets parallèles, orientés à environ 60 par
rapport aux sillons. Ces bâtonnets sont longs d'environ 3.9 nm.
Cette structure peut être interprétée comme un arrangement bidi-
mensionnel de molécules d'esters à l'interface liquide / solide. La dis-
tance entre atomes de carbone dans une chaîne en zigzag C-C-C d'un
ester est environ la même que l'espacement de 0.246 nm entre les trous
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Fig. 3.2  Image S.T.M. du P.P. à l'interface phényloctane/graphite,
obtenue à l'aide d'une pointe en or non-modifiée. (30 nm x 30 nm, 710
pA, -480 mV)
dans le réseau graphitique (§ 1.4.1). Cet accord de réseau favorise l'ad-
sorption et est à l'origine de l'affinité des esters pour le graphite [86].
La longueur d'une lamelle correspond de plus assez bien à la longueur
des molécules d'esters, mesurée lors d'expériences de X.R.D. [107].
3.1.2 Position du groupement ester
Des pointes en or fonctionnalisées à l'aide d'acide 4-mercaptobenzoï-
que (4-MBA) ont été utilisées pour l'observation, par microscopie à
effet tunnel à balayage, de couches structurées d'esters. La configura-
tion schématique de ce système est représentée à la figure 3.3. Ce type
de pointes accentue le contraste obtenu entre le groupement ester et
méthylène dans les molécules d'esters. En effet, de récentes études ont
montré que les pointes modifiées chimiquement peuvent être appliquées
à l'identification de plusieurs groupements fonctionnels difficilement vi-
sibles par S.T.M. autrement [108, 109, 110, 111, 112]. Cela fut expliqué
comme une conséquence de la facilitation du passage des électrons par
effet tunnel au travers du recouvrement des fonctions d'ondes électro-
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Fig. 3.3  Représentation schématique de la configuration d'expériences
S.T.M. réalisées sur du PP, à l'aide de pointes modifiées chimique-
ment par du 4-MBA. Le substrat est un substrat de H.O.P.G. (rectangle
brun), sur lequel reposent des molécules de PP (cercles rouges) dans du
phényloctane. La pointe est réalisée en or (hémisphère jaune) à laquelle
sont accrochées des molécules de 4-MBA.
Fig. 3.4  Images S.T.M. du P.P. à l'interface phényloctane/graphite,
obtenue à l'aide d'une pointe en or modifiée par de l'acide 4-
mercaptobenzoïque (4-MBA). (A) 60 nm x 60 nm, 740 pA, -485 mV.
(B) 6 nm x 6 nm, 740 pA, -485 mV.
niques, par l'interaction entre la pointe et l'échantillon [109, 110, 111,
112].
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La figure 3.4A représente une image S.T.M. typique d'une couche
d'esters à l'interface phényloctane/graphite, obtenue à l'aide de pointes
en or modifiées avec du 4-MBA. Les couches auto-assemblées s'orga-
nisent sous forme de lamelles. Les sillons séparant ces lamelles se ré-
pètent tous les 4.3 nm environ. De plus, celles-ci semblent formées d'un
arrangement compact de bâtonnets parallèles, orientés à environ 60par
rapport aux sillons, comme présenté à la figure 3.4B. Cette figure est
une image à haute résolution d'une lamelle d'esters. Dans cette lamelle,
des bâtonnets individuels peuvent être distingués. Ils mesurent environ
3.9 nm de long. Il est également possible d'évaluer le nombre de points
clairs constituant ces bâtonnets : entre 15 et 17. La largeur d'un sillon
et l'espace entre bâtonnets adjacents peuvent aussi être évalués à 2 et 4
angströms, respectivement. La figure 3.5A représente une coupe trans-
versale (ligne pointillée de la figure 3.4A), orientée perpendiculairement
aux sillons. Cette courbe est moyennée sur toutes les coupes transver-
sales se trouvant dans le rectangle blanc de la figure 3.4A. Les sillons
sont profonds d'environ 0.8 angströms. Entre deux sillons adjacents, de
petites dépressions sont clairement visibles. Elles sont profondes d'en-
viron 0.4 - 0.5 angströms et positionnées au centre de la lamelle.
Des pointes en or modifiées avec du 4-mercaptotoluène (4-MT)
(dont la configuration schématique est représentée à la figure 3.6) nous
ont permis d'observer une structure telle que celle présentée à la fi-
gure 3.7. La structure lamellaire y est similaire à celle observée précé-
demment. Les lamelles ont une largeur mesurée d'environ 4.3 nm. Ces
structures semblent uniformément visibles sur de larges domaines à la
surface de l'échantillon. La figure 3.5B dépeint une coupe transversale
(ligne pointillée de la figure 3.7), orientée perpendiculairement à la di-
rection des sillons. Cette coupe transversale est moyennée sur toutes
les coupes transversales se trouvant à l'intérieur du rectangle blanc de
la figure 3.7. Les sillons sont profonds d'environ 0.5 angströms. Entre
chaque sillon adjacent, de petits monticules sont clairement visibles.
Ils sont hauts de 0.1 - 0.2 angströms et positionnés au centre de la la-
melle. Les résultats présentés avec les divers types de pointes ont été
reproduits à plusieurs reprises.
Discussion
Des expériences antérieures ont déjà démontré la difficulté d'obtenir
des images S.T.M. reproductibles et de bonne qualité sur des esters avec
des pointes en Pt/Ir, à l'interface liquide/solide [107]. A contrario, des
résultats reproductibles sur des structures périodiques sont aisément
observés avec des pointes en or non-modifiées. Cependant, la position
du groupement ester n'a pu être déduite de ces images (figure 3.2).
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Fig. 3.5  (A) Courbe transversale obtenue le long de la ligne en poin-
tillé de la figure 3.4A, et moyennée sur toutes les courbes transversales
du rectangle blanc. (B) Courbe transversale obtenue le long de la ligne
en pointillé de la figure 3.7A, et moyennée sur toutes les courbes trans-
versales du rectangle blanc.
Fig. 3.6  Représentation schématique de la configuration d'expériences
S.T.M. réalisées sur du PP, à l'aide de pointes modifiées chimiquement
par du 4-MT. Le substrat est un substrat de H.O.P.G. (rectangle brun),
sur lequel reposent des molécules de PP (cercles rouges) dans du phény-
loctane. La pointe est réalisée en or (hémisphère jaune) à laquelle sont
accrochées des molécules de 4-MT.
L'utilisation de pointes modifiées chimiquement révèle une organisa-
tion moléculaire identique (figures 3.4 et 3.7). De plus, un groupement
chimique différent utilisé pour fonctionnaliser les pointes (4-MBA et
80
3.1. Les esters
Fig. 3.7  Image S.T.M. du P.P. à l'interface phényloctane/graphite,
obtenue à l'aide d'une pointe en or modifiée par du 4-mercaptotoluène
(4-MT). (23.5 nm x 23.5 nm, 490 pA, -500 mV).
4-MT) fournit différents contrastes dans les images, à la position du
groupement ester (qui, rappelons-le n'est pas visible autrement). De
petites dépressions avec des pointes en or modifiées avec du 4-MBA et
de petits monticules avec des pointes en or modifiées avec du 4-MT ont
été observés au centre des molécules d'ester. Ceci peut être expliqué
comme une conséquence de la facilitation (ou non) du passage des élec-
trons par effet tunnel au travers du recouvrement des fonctions d'ondes
électroniques, par l'interaction entre la pointe et l'échantillon, comme
décrit dans la littérature [109, 110, 111, 112]. En effet, il a été montré
théoriquement et observé expérimentalement que l'adsorption d'atomes
ou de molécules sur une pointe S.T.M. modifie la structure de la pointe
et/ou les états électroniques de celle-ci, et dès lors, les images S.T.M.
obtenues [113].
Par exemple, une molécule de CO adsorbée sur une pointe S.T.M.
produit un contraste chimique permettant de distinguer les molécules
de CO et les atomes d'oxygène adsorbés sur du Cu(111). Dans ce cas,
cette imagerie chimiquement sensible est due à l'inversion des molécules
de CO adsorbées sur du Cu(111) et causée par des molécules de CO à
l'apex de la pointe [114, 115, 116]. Evidemment, des pointes décorées
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par du CO ont un plus haut pouvoir de résolution que des pointes non-
modifiées. Umezawa et al. ont expliqué cette modification de contraste
suite à l'utilisation de pointes fonctionnalisées comme une conséquence
de la formation d'une liaison hydrogène entre les groupements fonc-
tionnels sur la pointe et l'échantillon, rendant plus aisé le passage des
électrons par effet tunnel [108, 109, 117]. Ce groupe de recherche a
aussi trouvé que des interactions hydrogènes plus fortes produisent un
contraste accru sur les groupements fonctionnels, et la différence dans la
force de l'interaction hydrogène entre la pointe et l'échantillon a permis
de différencier deux groupements éthers orientés différemment [109].
Les courbes transversales des figures 3.5A et 3.5B , obtenues respec-
tivement avec des pointes en or modifiées avec du 4-MBA et du 4-MT,
indiquent clairement la position du groupement ester, qui est la seule
partie réactive de la molécule. Ces deux figures indiquent également que
le même groupement fonctionnel sur l'échantillon est  vu  comme une
dépression et un monticule lorsque imagé avec des pointes en or modi-
fiées respectivement avec du 4-MBA et du 4-MT. En suivant l'interpré-
tation de Umezawa et al. [109, 110, 111, 112], les interactions entre le
groupement ester sur l'échantillon et le groupement alkyl sur la pointe
(4-MT) rendent plus aisé le passage des électrons par effet tunnel via
le recouvrement de leurs fonctions d'onde électronique, ce qui n'est pas
le cas entre le groupement ester sur l'échantillon et le groupement car-
boxyle sur la pointe (4-MBA). Ces observations s'accordent bien avec
un groupement ester pointant vers la solution. En effet, cette organisa-
tion peut induire une liaison hydrogène entre la pointe et l'échantillon,
conduisant à un recouvrement des fonctions d'onde électroniques de la
pointe et de l'échantillon.
3.1.3 Dynamique moléculaire
Les images développées dans cette section confirment que nous pou-
vons observer sur les esters, avec des pointes fonctionnalisées, les pro-
cessus dynamiques observés de manière routinière avec des pointes
S.T.M. standard, sur différentes couches déposées à partir d'une solu-
tion. De plus, les résultats obtenus avec des pointes modifiées révèlent
un contraste similaire (voir meilleur) et des images de qualité aux jonc-
tions entre domaines.
Des pointes en or modifiées chimiquement avec du 4-MBA nous ont
permis d'observer la naissance et l'évolution de jonctions entre deux
domaines, comme mentionné ci-dessus. La figure 3.8A présente deux
domaines orientés dans la même direction et composés de lamelles si-
milaires. Dans cette image, des molécules de solvant sont probablement
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Fig. 3.8  Images S.T.M. successives présentant l'évolution d'une jonc-
tion entre domaines dans des couches auto-assemblées de P.P. à l'inter-
face phényloctane/graphite, obtenues à l'aide de pointes en or modifiées
avec du 4-MBA (740 pA, -485 mV). (A) Etat initial (40 nm x 40 nm).
(B) Etat intermédiaire (40 nm x 40 nm). (C) Etat final (50 nm x 50
nm).
co-adsorbées de manière non-structurée dans la bande (environ 4 nm
de large) entre les domaines 1 et 2. Cette bande se structure progres-
sivement. Des lamelles commencent à y apparaître et tendent à s'ali-
gner sur celles des domaines 1 et 2, formant ainsi une lamelle continue,
comme présenté à la figure 3.8B. Notons cependant que de petites dé-
pressions sont toujours visibles aux centres des lamelles constituant la
bande située entre les domaines 1 et 2 ( Gap ). Cela démontre que
les caractéristiques observées grâce aux pointes en or fonctionnalisées
sont indépendantes de la direction de balayage. L'étape finale de ce
processus peut être déduite des structures de la figure 3.8C. La dispa-
rition progressive de la bande est en route, par la formation de lamelles
rectilignes et continues entre les domaines 1 et 2.
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Discussion
Ces images illustrent clairement les processus dynamiques (qui ap-
paraissent aux jonctions entre domaines) au sein des couches, à l'in-
terface liquide/solide. Ces discontinuités ont également été rapportées
dans des images S.T.M. (obtenues avec des pointes en Pt/Ir par d'autres
groupes de recherche) sur de nombreuses autres molécules telles que
des alcanes ou acides gras (et dérivés) [118, 119]. Cependant, à notre
connaissance, ces expériences rapportent la première évidence S.T.M.
de l'évolution de couches d'esters au travers de processus d'adsorption-
désorption entre la solution et la couche moléculaire. En effet, la couche
d'esters est en équilibre avec la solution surnageante et les modifica-
tions d'images indiquent clairement qu'il y a échange de molécules. Ces
processus d'échange sont importants pour la formation de structures
supramoléculaires. En effet, des échanges bidimensionnels et tridimen-
sionnels (couche bidimensionnelle - solution) fournissent un mécanisme
 curatif  de réparation de défauts de structure, i.e. les jonctions entre
domaines dans notre cas.
Il est également possible que le balayage de la pointe favorise la
formation de ces couches structurées par l'interaction entre la pointe
et les molécules désordonnées aux jonctions. En effet, les dynamiques
de telles jonctions entre domaines ne devraient, en principe, coûter
aucune énergie nette [120]. Elles ne requièrent qu'une énergie thermique
(suffisante à température ambiante), ou l'énergie transférée de la pointe,
pour permettre le déplacement coopératif de molécules impliquées dans
le processus. Cependant, nous ne pouvons pas ignorer l'influence de la
pointe S.T.M. dans le mouvement moléculaire. Néanmoins, il est admis
que l'interaction pointe-molécule n'est pas essentielle au mouvement
moléculaire. En effet, nous avons pu constater que les images S.T.M.
réflétant ce processus sont observées indépendamment des conditions
de fonctionnement telles que la tension appliquée, le courant tunnel, et
les vitesses de balayage, comme déjà mis en évidence dans la littérature
sur des molécules similaires [15, 106, 120].
Le processus observé à la figure 3.8 peut être résumé comme suit : un
petit domaine (la bande entre les domaines 1 et 2) se réduit jusqu'à sa
disparition, alors que les autres domaines grandissent à ses dépens (les
domaines 1 et 2 ne formant plus qu'un). Dans ce cas, les dynamiques
sont fortement directionnelles, résultant en une croissance des domaines
plus larges. Ce processus, appelé mûrissement d'Ostwald, a déjà été
intensivement étudié lors de travaux antérieurs [118, 119].
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3.1.4 Résumé
En résumé, nous avons obtenu, à plusieurs reprises sur différents
échantillons, des images de structures bidimensionnelles d'esters de cire
à l'interface phényloctane/graphite, à l'aide d'un microscope à effet tun-
nel à balayage. Les couches moléculaires sont organisées en lamelles,
séparées par des sillons interlamellaires. Chaque lamelle est composée
de molécules parallèles, orientées à 60par rapport à la direction des
sillons. Des images à haute résolution, obtenues avec des pointes en or
fonctionnalisées, indiquent que les molécules sont couchées sur le sub-
strat, le plan formé par la chaîne carbonée étant perpendiculaire à la
surface de graphite. De plus, la différence de contraste obtenue grâce
aux pointes modifiées révèle la position et l'orientation du groupement
ester, qui est la seule partie réactive de la molécule. Nous nous sommes
également intéressé aux mouvements moléculaires observés aux jonc-
tions entre domaines. Leur évolution temporelle a été suivie et analy-
sée. Les mouvements et réarrangements moléculaires observés dans les
couches ont été attribués à l'adsorption et la désorption de molécules
sur le substrat de graphite.
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3.2 Les acides gras
Comme nous l'avons déjà signalé, les recherches S.T.M. sur des
couches ordonnées de molécules ont mis en évidence l'intérêt et la di-
versité considérable des phénomènes physiques, chimiques, dynamiques
et électroniques se déroulant à l'échelle nanométrique [10, 15, 121]. Les
découvertes des propriétés des monocouches auto-assemblées (S.A.M.s :
Self-Assembled Monolayers) ont souligné l'utilité fondamentale des pro-
cessus d'organisation bidimensionnelle pour des applications telles que
l'adhérence, la lubrification, ou l'élaboration de nouveaux objets molé-
culaires à l'échelle nanométrique [42]. Ces phénomènes ont largement
été étudiés durant la dernière décennie, permettant la détermination
d'une quantité de structures. En particulier, les monocouches d'alcane-
thiols sur or (voir section 3.3) ont été l'objet de recherches intensives,
étant donné qu'elles représentent un système modèle dans l'étude des
interactions moléculaires [122, 123]. A la surface d'Au(111), leur struc-
ture consiste en des molécules liées à l'or par l'atome de soufre. La
chaîne alcane se tient dans une position verticale et forme une couche
dense. Elle est inclinée d'environ 30par rapport à la normale à la sur-
face [124]. Les couches physisorbées en surface et aux interfaces ont
également progressivement attiré l'attention.
Dans ce contexte, l'interface liquide/solide convient particulière-
ment pour la formation de structures organisées [86, 120, 125]. Depuis
les premières expériences pionnières sur de tels systèmes, une connais-
sance considérable a été acquise. Les chercheurs ont révélé que les
couches formées possédaient un haut degré d'organisation. Par exem-
ple, des alcanes et alcools adsorbés sur du graphite tendent à adop-
ter, dans la plupart des cas, une conformation all-trans au sein d'une
structure lamellaire, leur axe moléculaire étant parallèle au substrat
de graphite [91, 92, 13]. Les interactions intermoléculaires et molécule-
substrat sont les facteurs principaux, contrôlant ce phénomène d'orga-
nisation [93].
Dans ce cadre, les techniques  nanoscopiques , telles que la S.T.M.,
ont permis la détermination de ces structures à l'interface liquide/solide
[126, 127, 128]. De plus, en étendant la technique des pointes S.T.M.
modifiées chimiquement à une variété plus large de molécules adsorbées
sur substrat, nous pourrons développer un outil permettant la distinc-
tion de fonctions parmi toute une variété d'adsorbats différents [114].
Dans cette section, nous rapportons les résultats obtenus en mi-
croscopie à effet tunnel à balayage sur des couches d'acide gras (l'acide
palmitique et l'acide laurique, figure 3.9A et 3.9B, respectivement) phy-
sisorbées sur une surface de graphite à partir d'une solution (phényloc-
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A
B
Fig. 3.9  Structure chimique de (A) l'acide palmitique et (B) l'acide
laurique.
tane, proche de la saturation), sous conditions ambiantes. Les détails
concernant les produits utilisés sont exposés en annexe B. Les pointes
S.T.M. en or ont été modifiées chimiquement afin d'étudier leur ef-
fet sur le courant tunnel, mais également sur le contraste observé sur
le groupement fonctionnel. Ceci nous permettra également de compa-
rer les images obtenues sur les esters et exposées à la section précé-
dente. Plus précisement, les pointes en or sont fonctionnalisées avec une
couche auto-assemblée d'acide 4-mercaptobenzoïque (4-MBA) et de 4-
mercaptotoluène (4-MT). La comparaison des images obtenues avec ces
deux types de fonctionnalisation de pointe révèle la position du grou-
pement carboxylique au sein de la molécule. Les mesures obtenues à
l'aide de pointes en Pt/Ir non modifiées sont également présentées et
serviront de référence.
3.2.1 Organisation bidimensionnelle
La figure 3.10 présente une image S.T.M. typique de couches d'acide
palmitique obtenue à l'aide d'une pointe en Pt/Ir. Des résultats repro-
ductibles sur ces structures périodiques sont facilement visibles à l'aide
de ce type de pointe. Les molécules adsorbées s'auto-organisent, pro-
duisant une couche structurée sur de grandes zones. Un assemblage
côte-à-côte de lamelles forme cette couche. Ces lamelles se répètent
tous les 2.3 nm environ, ce qui correspond assez bien à la longueur
d'une molécule. Chaque lamelle semble être formée d'un arrangement
compact de bâtonnets parallèles, orientés perpendiculairement par rap-
port aux sillons. Nos images S.T.M. mettent également en évidence que
les bâtonnets sont composés de deux parties : l'une est une bande claire
et l'autre est une région sombre (se situant entre deux bandes claires).
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Fig. 3.10  Image S.T.M. de l'acide palmitique à l'interface phényloc-
tane/graphite obtenue à l'aide d'une pointe en Pt/Ir. (20 nm x 20 nm,
500 pA, -480 mV).
Discussion
De telles images d'acides gras obtenues à l'aide de pointes en Pt/Ir
sont déjà présentes dans la littérature. Hibino et al. ont en effet rap-
porté des observations similaires sur des acides gras à l'interface phényl-
octane/ graphite [129, 130]. Ils ont postulé que l'axe long des molécules
se trouve couché sur le plan de graphite. Ils ont de plus déduit que
la largeur de la bande claire correspond à la longueur de la chaîne
alkyle de l'acide gras. Les régions sombres entre les bandes claires cor-
respondent au groupement carboxyle. Leurs observations et déductions
ont été confirmées par des expériences que nous avons réalisées sur
de l'acide laurique (résultats non présentés). Sur base de ces consta-
tations, Hibino et al. ont élaboré une structure modèle dessinée à la
figure 3.11 [129]. Dans cette figure, la cellule élémentaire est représen-
tée par un rectangle gris clair. Dans les images S.T.M., une paire de
bâtonnets adjacents de bandes claires correspond à une chaîne alkyle
en zigzag d'une molécule d'acide palmitique (chaque point clair dans
le bâtonnet correspondant à un groupement CH2 ou CH3). Comme
illustré à la figure 3.11, l'organisation des molécules d'acide gras sur le
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Fig. 3.11  Modèle d'adsorption de l'acide palmitique sur du graphite
H.O.P.G. [129]. Dans ce modèle, les chaînes hydrocarbonées et les
cercles creux représentent respectivement les chaînes alkyles et les grou-
pements carboxyles.
H.O.P.G. forme une structure interconnectée, favorisée et stabilisée par
les liaisons hydrogènes entre groupements carboxyles des molécules se
trouvant face-à-face. Ce modèle sera validé par les résultats obtenus à
l'aide de pointes S.T.M. fonctionnalisées présentés ci-dessous.
3.2.2 Position du groupement carboxylique
Des pointes S.T.M. en or fonctionnalisées par du 4-MBA sont appli-
quées pour l'observation de couches structurées d'acide laurique. Pour
rappel, les pointes modifiées chimiquement peuvent être employées à
l'identification de groupements fonctionnels difficilement visibles autre-
ment [17]. Ce phénomène a été expliqué comme une augmentation du
nombre d'électrons passant par effet tunnel via le recouvrement des
fonctions d'onde électroniques, et ceci grâce à une interaction entre la
pointe et l'échantillon [110, 111, 113, 114].
La figure 3.12A montre une image S.T.M. typique de couches d'acide
gras à l'interface phényloctane/graphite obtenue à l'aide d'une pointe
en or modifiée avec du 4-MBA. Les couches auto-assemblées s'orga-
nisent en structures lamellaires. Les sillons séparant ces lamelles se
répètent tous les 2.1 nm. De plus, les lamelles semblent être formées
d'un arrangement compact de bâtonnets parallèles, orientés perpendi-
culairement aux sillons. Dans chaque lamelle, des bâtonnets individuels
peuvent être distingués. Il est ici possible d'évaluer le nombre de points
clairs formant ces bâtonnets : entre 6 et 7. Le contraste et les struc-
tures observées sont similaires à celles présentées à la figure 3.10, et
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Fig. 3.12  Image S.T.M. de l'acide laurique à l'interface phényloc-
tane/graphite (A) obtenue à l'aide d'une pointe en or modifiée avec du
4-MBA (10 nm x 10 nm, 585 pA, -520 mV), (B) obtenue à l'aide d'une
pointe en or modifiée avec du 4-MT. (10 nm x 10 nm, 710 pA, -765 mV)
modélisées à la figure 3.11. Bien évidemment, les pointes en or modi-
fiées chimiquement avec du 4-MBA ont un pouvoir de résolution plus
important. En effet, la rugosité semble être plus élevée avec des pointes
modifées.
Des pointes en or modifiées avec du 4-MT nous ont permis d'ob-
server une structure telle que celle présentée à la figure 3.12B. Ces
structures semblent uniformément visibles sur de larges domaines à
la surface de l'échantillon. Des lamelles adjacentes forment toujours la
couche moléculaire et ont une largeur mesurée de 1.9 nm. Les bâtonnets
constituant ces lamelles sont orientés perpendiculairement à la direc-
tion des sillons. Cependant, un point clair apparaît dans le sillon, à
la position du groupement carboxylique. Ces points clairs sont orga-
nisés en ligne dans le sillon interlamellaire. Ce contraste observé est
indépendant de l'angle de balayage ou de la tension appliquée. Ils ont
été reproduits à plusieurs reprises. D'autres analyses ont été effectuées
sur d'autres acides gras, i.e. acide palmitique et acide palmitoléique
(données non présentées). Les images obtenues sur ces molécules sont
similaires à celles obtenues sur de l'acide laurique.
Discussion
Les résultats présentés aux figures 3.12A et 3.12B tendent à confir-
mer le modèle présenté à la figure 3.11. De plus, ces images démon-
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trent qu'une molécule chimique différente utilisée pour fonctionnaliser
la pointe (4-MBA ou 4-MT) fournit un contraste différent dans l'image
S.T.M., à la position du groupement carboxyle. Des points sombres
avec des pointes en or modifiées par du 4-MBA et des points clairs
avec des pointes en or modifiées par du 4-MT sont donc observés à la
position du groupement carboxyle, qui est la seule partie réactive de la
molécule.
Quel phénomène pourrait expliquer cette inversion de contraste à
la position du groupement carboxyle ? Des résultats expérimentaux an-
térieurs ont démontré que l'adsorption d'atomes ou molécules sur une
pointe S.T.M. modifie la structure de la pointe et/ou les états électro-
niques, et dès lors, les images S.T.M. et leur contraste [113]. Umezawa
et al. ont expliqué une telle modification de contraste comme une consé-
quence de la formation de liaisons hydrogènes entre le groupement fonc-
tionnel sur la pointe et l'échantillon, rendant plus aisé le passage des
électrons par effet tunnel [110, 111, 113, 114]. En suivant cette inter-
prétation, nous pouvons considérer que les interactions entre le grou-
pement carboxyle sur l'échantillon et alkyle  sur la pointe (4-MT) 
facilite le passage des électrons par effet tunnel via le recouvrement des
fonctions d'onde électroniques, ce qui n'est pas le cas pour le groupe-
ment carboxyle sur l'échantillon et carboxyle  sur la pointe (4-MBA) .
Cependant, une interaction chimique entre la pointe et l'échantillon
n'est probablement pas la seule cause des différences observées dans
les contrastes des images. En effet, il est possible que la relaxation des
atomes, due aux forces chimiques en présence, réduise la distance entre
les deux électrodes, ayant pour effet secondaire d'augmenter le courant
tunnel. L'effet tunnel résonnant entre le groupement fonctionnel sur la
pointe et la couche moléculaire adsorbée sur le graphite peut aussi être
considéré pour expliquer les variations de contraste, comme développé
par Tao [131].
3.2.3 Résumé
En résumé, nous avons obtenu des images S.T.M. de structures
bidimensionnelles d'acides gras à l'interface phényloctane/graphite à
l'aide de quatre types de pointes différentes. Les structures imagées
sont toutes similaires et reproductibles. Ces couches consistent en des
paires de molécules couplées par liaisons hydrogènes et couchées sur
le substrat de graphite. Les différentes fonctionnalisations de pointes,
induisant différents contrastes en S.T.M., ont mis en évidence la posi-
tion du groupement carboxylique, qui est la seule partie réactive de la
molécule.
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3.3 Les alcanethiols
Une méthode scientifique répandue dans les laboratoires de re-
cherche consiste à tenter de comprendre certains phénomènes macro-
scopiques en étudiant les principes microscopiques à leur origine. Par
exemple, l'adhérence, le frottement, la biocompatibilité, le mouillage,...
font partie intégrante de cette classe de processus sujets à de telles
investigations.
Ces études nécessitent l'utilisation de surfaces modèles, chimique-
ment et structurellement bien définies, de films minces (voire de mo-
nocouches), pour lesquels divers paramètres peuvent être systémati-
quement modifiés et caractérisés. De plus, la possibilité de contrôler
les propriétés physico-chimiques des surfaces est d'un grand intérêt en
regard des éventuelles applications, en particulier dans le cadre du dé-
veloppement de nouveaux capteurs biologiques. Malheureusement, rien
n'est jamais simple et plusieurs difficultés apparaissent, dont la princi-
pale réside dans la disponibilité relativement limitée de telles surfaces.
Des échantillons fortement organisés sont en effet difficiles à obtenir.
Dans ce cadre, les monocouches auto-assemblées (S.A.M.) consti-
tuent une alternative intéressante. De manière générale, le terme de
 monocouches auto-assemblées  englobe les couches moléculaires for-
mant, de manière spontanée, des structures organisées sur un substrat.
Ceci regroupe donc les couches organisées à l'interface liquide-solide,
présentées dans les sections précédentes. Ce terme reprend également
d'autres types de monocouches, notamment les couches moléculaires
liées chimiquement au substrat. Elles se forment spontanément lors de
l'immersion d'un substrat approprié dans une solution contenant un
surfactant actif dans un solvant organique, ou bien par adsorption en
phase vapeur de molécules actives sur le substrat. De nombreux types
de molécules peuvent être utilisés dans ce processus, incluant les or-
ganosilanes sur des surfaces d'oxyde d'aluminium ou de silicium, par
exemple.
Parmi ces systèmes de monocouches auto-assemblées, les plus in-
tensivement étudiées sont les couches d'alcanethiols, sur Au(111) plus
particulièrement [132] (bien que d'autres métaux tels que l'argent et le
nickel soient également utilisés comme substrat [72]). L'intérêt suscité
par ces systèmes provient de la possibilité de produire des monocouches
hautement organisées et fortement liées, représentant un système mo-
dèle pour l'étude des interactions intermoléculaires. Elles présentent
également un attrait certain en vue d'applications technologiques uti-
lisant le contrôle et la modification des propriétés de surface telles que
l'adhérence, la lubrification et l'inhibition de la corrosion [133].
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Dans les sections suivantes, nous nous intéresserons donc à diffé-
rentes molécules thiolées déposées sur des substrats d'Au(111). Dans
un premier temps, nous exposerons les résultats obtenus sur des alca-
nethiols comprenant dix atomes de carbone. Dans la section suivante,
nous nous attarderons plus particulièrement à la liaison avec le sub-
strat, en analysant des thiocyanates. Mais avant d'interpréter les résul-
tats obtenus, synthétisons les différentes connaissances acquises sur ces
S.A.M.s d'alcanethiols.
3.3.1 Le processus d'auto-assemblage
Des monocouches auto-assemblées d'alcanethiols peuvent être réa-
lisées de diverses manières, incluant notamment le dépôt à partir d'une
solution ou d'une phase gazeuse. La méthode traditionnellement utilisée
est le dépôt en solution. Le système-modèle que représentent les alca-
nethiols sur Au(111), en utilisant typiquement une solution d'éthanol
ou d'hexane avec des concentrations allant du micromolaire au milli-
molaire, a été intensivement étudié par de nombreux groupes de re-
cherche [123].
La formation de ces couches peut être considérée comme un pro-
cessus en deux étapes : d'abord, une liaison chimique des molécules au
substrat, suivie par un auto-assemblage favorisé par la diffusion ther-
mique et les interactions de van der Waals entre les chaînes hydrocar-
bonées. Il est fréquemment admis que la première étape d'adsorption
aboutit à un recouvrement de surface de ∼ 80 à 90 %, après typique-
ment seulement quelques minutes et pour des concentrations usuelles
(∼ 10−3M). Après cela, l'organisation progresse à une vitesse beaucoup
plus lente [123].
Les cinétiques d'adsorption des alcanethiols sur Au(111) sont égale-
ment étudiées à l'échelle moléculaire par S.T.M. et A.F.M. Les images
obtenues confortent le mécanisme proposé ci-dessus. Dans les étapes
plus avancées de la croissance, un effet de réorganisation à long terme
des chaînes alkyles fut découvert [134]. La question des effets à long
terme dans le processus organisationnel a aussi été récemment inves-
tiguée en détail par spectroscopie non-linéaire [135]. Ces études ont
abouti à la distinction d'une troisième étape dans ce processus d'auto-
assemblage. Celle-ci est rattachée à la réorientation des groupements
terminaux, régissant la formation (disparition) des défauts gauches 13.
Finalement, des effets à long terme dans la croissance et la coales-
cence d'îlots d'hexadecanethiols ont été suivis par A.F.M. [136]. Il a été
13Défauts structurels modifiant la direction de la liaison du groupement terminal.
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observé que, sur une échelle de temps allant de quelques heures à plu-
sieurs jours, les îlots subissent un processus de coalescence conduisant
à la formation d'îlots plus larges, mais moins nombreux. Durant cette
diffusion, les molécules tendent à rester sur la même terrasse, évitant de
traverser les marches atomiques. Cet accroissement d'îlots est associé à
la densification de la couche et à la disparition des défauts [123].
3.3.2 Energétique et cinétique
La structure des couches auto-assemblées d'alcanethiols résulte de
l'effet de diverses interactions. Ces dernières, ainsi que leurs impor-
tances relatives, sont cruciales lors du processus d'auto-assemblage. Les
forces déterminant la structure de ces monocouches peuvent être grou-
pées en trois catégories : les interactions entre les groupements thiols des
molécules et les atomes d'or de la surface (reprenant l'adsorption et la
rugosité), les forces de dispersion entre les chaînes alkyles moléculaires
et les interactions entre groupements terminaux (énergie conformation-
nelle) [137]. Elles sont énumérées et détaillées ci-dessous :
 L'interaction molécule-substrat : L'adsorption.
L'énergie d'interaction molécules-substrat ou énergie d'adsorption
est la plus forte de toutes les interactions. Cette énergie d'adsorp-
tion, représentant la différence d'énergie entre une molécule libre
et un état adsorbé, est associée à la chimisorption.
 L'interaction molécule-substrat : La rugosité. La rugosité
du substrat se réfère à la différence entre les divers sites d'adsorp-
tion. La surface d'or est dense et sa distribution électronique très
lisse. On s'attend donc à une faible rugosité.
 L'interaction chaîne-chaîne. Pour des taux de recouvrement
élevés, l'interaction chaîne-chaîne devient de plus en plus impor-
tante et finalement, joue un rôle crucial dans le confinement des
molécules.
 Energie conformationnelle. Le coût énergétique d'un défaut
gauche dans une chaîne hydrocarbonée est d'environ 0.022 eV.
Celui-ci peut donc être thermiquement activé à température am-
biante et conférer à la molécule une certaine flexibilité.
3.3.3 Organisation bidimensionnelle
La structure des alcanethiols sur Au(111) est encore actuellement
le sujet de recherches intensives, utilisant notamment les méthodes
diffractionnelles [138], mais aussi la microscopie à effet tunnel à ba-
layage [137, 139]. En effet, les S.T.M., munis de dispositifs électroniques
permettant la mesure de courants de l'ordre du picoampère, ont permis
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Fig. 3.13  Image S.T.M. de la structure (
√
3 x
√
3)R30du DT sur
Au(111), obtenue avec une pointe en Pt/Ir. (18 nm x 18 nm, 11 pA,
-950 mV). Encadré : Transformée de Fourier de l'image.
l'obtention d'informations sur la structure, la stabilité et la dynamique,
à l'échelle moléculaire, de telles monocouches [138].
A l'échelle nanométrique, les images obtenues sur du n-décanethiol
(DT) sur Au(111) se présentent comme à la figure 3.13. Cette image
montre des terrasses sur lesquelles l'organisation moléculaire du DT
peut être distinguée. La distance séparant deux molécules adjacentes est
évaluée à 0.55 nm. Une analyse précise de cette structure, basée sur une
transformée de Fourier à deux dimensions (encadré de la figure 3.13),
révèle la structure de la monocouche. Dans cette figure, nous pouvons
en effet voir apparaître les six points correspondant aux fréquences du
réseau de la monocouche. Ceci nous indique que la structure observée
du décanethiol sur Au(111) semble être un réseau (
√
3 x
√
3)R30. La
distance intermoléculaire mesurée correspond de plus assez bien à la
valeur théorique attendue (0.5 nm) [123].
Cette structure (
√
3 x
√
3)R30a pour la première fois été observée
parWidrig et al. [140]. Elle dispose les chaînes alkyles de manière totale-
ment étendues dans une conformation all-trans. Cependant, la distance
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Fig. 3.14  Représentation schématique des degrés de liberté d'une mo-
lécule d'alcanethiol, liée au substrat via un groupement thiol (sphère
noire), avec une chaîne alkyle totalement étendue. L'angle θt se réfère
à l'angle d'inclinaison par rapport à la normale au substrat, qui est
d'environ 30. L'angle ψ définit l'angle de torsion de l'axe moléculaire,
d'environ 52[123].
entre les atomes de soufre sur l'Au(111) (4.97 Å) est plus grande que
le diamètre de van der Waals de la chaîne hydrocarbonée en configura-
tion all-trans (4.2 Å). Afin de maximiser l'interaction intermoléculaire
de van der Waals, l'axe de chaque molécule s'incline donc d'environ 30
par rapport à la normale au substrat [123]. La chaîne alkyle présente
également une torsion d'environ 52, définie par le zig-zag de la struc-
ture des atomes de carbone du squelette moléculaire [132]. Un schéma
de cette organisation est présenté à la figure 3.14.
Le microscope à effet tunnel à balayage, comme nous venons de le
voir, fournit des informations sur la structure des monocouches, dans
l'espace réel. Cependant, le mécanisme de contraste impliqué dans la
S.T.M. sur alcanethiols a été sujet à - et est toujours en cours de -
discussion dans la littérature. Les expériences S.T.M. initiales sur des
S.A.M.s de thiols sur Au(111) ont été réalisées avec des courants re-
lativement élevés (étant donné les limitations techniques de l'époque).
La pointe S.T.M. pénétrait dès lors considérablement dans la mono-
couche. Les données enregistrées correspondaient très probablement à
des images des états électroniques de la surface d'or perturbée par les
groupements sulfures de l'adsorbat [63]. Cette dernière décennie, des
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expériences S.T.M. ont été réalisées avec des courant tunnels beaucoup
plus faibles. Les résultats obtenus indiquent que les états électroniques
de la chaîne alcane, aussi bien que la fonction terminale, contribuent au
mécanisme de contraste. Il semble cependant toujours y avoir un effet
de contact ou de pénétration dans la couche auto-assemblée [63].
3.3.4 Résumé
Les alcanethiols sur Au(111) constituent un système-modèle pour
l'étude des interactions intermoléculaires. L'imagerie par S.T.M. de mo-
lécules de DT sur Au(111) est maintenant chose aisée sous ultra-haut
vide (U.H.V.). La résolution atomique sur de telles couches, déposées
en milieu liquide, imagées à l'air et à température ambiante, sur des
substrats d'or fournis commercialement, constitue, en soi, une véritable
prouesse technique. Nous avons ainsi pu identifier la structure (
√
3 x√
3)R30adoptée par les molécules de DT.
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3.4 Les thiocyanates
Les couches auto-assemblées d'alcanethiols, telles que présentées
précedemment, sont au centre de nombreuses recherches depuis de longues
années. Vu leur capacité à produire des couches fortement organisées,
pour lesquelles l'adhérence, la stabilité chimique et les propriétés méca-
niques peuvent être contrôlées, elles ont largement été utilisées dans des
applications aussi diverses que l'élaboration de dispositifs électroniques
moléculaires et biomoléculaires, l'inhibition à la corrosion, l'élaboration
de surfaces biocompatibles ou l'immobilisation de matériel biologique,
y inclus des cellules et tissus.
Malheureusement, ces alcanethiols présentent aussi d'importants in-
convénients. Ils ont en effet parfois tendance à s'oxider en disulfures.
De plus, les α,ω-dithiols, prompts à polymériser aussi bien en solution
que sur une surface, forment plutôt des multicouches. Récemment, Cis-
zek et al. ont montré que des thiocyanates organiques peuvent combler
les limitations sus-mentionnées. Ils constituent dès lors une alterna-
tive appropriée à l'utilisation d'alcanethiols dans des assemblages thio-
lates [141]. En effet, les auteurs révèlent les importants avantages des
thiocyanates : stabilité chimique exceptionnelle, pas de polymérisation
disulfure, pas de formation de multicouches et facilité de synthèse de
la fonction SCN. Ils ont de plus caractérisé leurs couches de thiocya-
nates sur des substrats d'or. Ils en ont déduit que l'assemblage de ces
molécules est moins dense que celui associé à des alcanethiols de même
longueur [141].
Le processus d'adsorption des thiocyanates est décrit par Ciszek
comme une réduction du thiocyanate (catalysée par la surface) pour
produire du CN et du S lié de manière covalente à la surface [141]. Ils
suggèrent également que le groupement cyanure puisse quitter la sur-
face sous la forme d'une espèce [Au(CN)2]−, conduisant à une couche
d'assemblage thiolate, comme décrit à la figure 3.15.
Au cours de ce travail, nous avons étudié une molécule possédant
le même nombre de groupements méthylènes ainsi que le même grou-
pement terminal que le décanethiol étudié précédemment : le décyl-
thiocyanate [DTCN : CH3-(CH2)9-SCN]. En plus des connaissances au
niveau fondamental qui peuvent être déduites de ces expériences, l'ob-
jectif est de déduire des informations complémentaires sur l'assemblage
des thiocyanates et de les comparer à celles obtenues sur des alcane-
thiols, en utilisant la microscopie à effet tunnel à balayage.
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Fig. 3.15 Mécanisme d'assemblage des thiocyanates sur Au(111), pro-
posé par Ciszek et al. [141].
3.4.1 DTCN sur Au(111)
Les monocouches de thiocyanates sont réalisées en immergeant un
substrat d'or dans une solution 10−3M de DTCN dans de l'éthanol
durant au moins 18 heures. L'image S.T.M. de molécules de DTCN
adsorbées sur Au(111), présentée à la figure 3.16, expose une organi-
sation totalement différente de celle du DT. Malgré un nombre impor-
tant d'essais, aucune résolution atomique n'a jamais été atteinte sur ces
échantillons. Différentes conditions d'opération et différentes méthodes
de préparation des échantillons (temps d'immersion et concentration
des solutions) ont été testées, mais en vain. Les images S.T.M. obte-
nues ont toujours été similaires à celle présentée. Cette image a été
réalisée dans les mêmes conditions d'opération et de préparation que
pour celle présentant le décanethiol (figure 3.13). Un dépôt recouvrant
le substrat d'or caractérise cette image. La figure 3.16 met en évidence
la moins bonne organisation des couches de DTCN par rapport à celles
de DT.
Les chaînes d'alcanethiols sont connues pour former des couches
auto-assemblées sur différents substrats métalliques à l'aide d'une liai-
son thiolate entre l'atome de soufre et les atomes du substrat. Ce n'est
pas aussi clair dans le cas des chaînes thiocyanates. En effet, des mesures
X.P.S. (réalisées par Dr P. Louette) indiquent un assemblage thiolate
de DTCN à la surface de l'or. L'analyse des intensités des modes de vi-
brations des groupements méthylènes du DTCN, obtenues par S.F.G.
(réalisées par Dr L. Dreesen), montrent que ces molécules forment une
monocouche auto-assemblée avec un ordre et un assemblage plus faible
que les molécules de DT (dans les mêmes conditions) [20]. Ceci vient
confirmer les déductions issues de nos images S.T.M.
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Fig. 3.16  Image S.T.M. de la structure du DTCN sur Au(111), ob-
tenue avec une pointe en Pt/Ir. (19 nm x 19 nm, 11 pA, 975 mV).
3.4.2 Résumé
En conclusion, les images, reproduites à plusieurs reprises sur dif-
férents echantillons, obtenues sur le décyl thiocyanate montrent une
couche moléculaire présentant un ordre et un assemblage plus faible
que les molécules de DT. Ces déductions ont été confirmées par d'autres
techniques [20]. Des expériences similaires ont également été réalisées
sur les mêmes molécules, mais assemblées sur des substrats de Pt(111) [142].
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Résumé
L'acide désoxyribonucléique, ou A.D.N., est une molécules que l'on
retrouve dans tous les organismes vivants. Il est présent dans le noyau
des cellules eucaryotes, dans les cellules procaryotes, mais également
dans les mitochondries et les chloroplastes. Au sein même des formes
de vie les plus simples, les virus par exemple, jusque dans les milliards
de cellules constituant l'être humain, l'A.D.N. est à l'origine de proces-
sus biologiques aboutissant à l'élaboration des protéines. La fonction la
plus importante de cette macromolécule est qu'elle constitue le support
de l'hérédité. Elle possède la propriété de se dupliquer et d'être transmis
aux descendants lors de la reproduction des organismes. Malheureuse-
ment, des dégradations et altérations de l'A.D.N. peuvent survenir et
conduire à la formation de maladies génétiques. La science moderne,
avec l'avènement de la thérapie génique, ouvre de nouvelles voies de
guérison pour ces maladies. Dans ce cadre, les techniques de condensa-
tion de l'A.D.N. constituent des étapes cruciales en vue de l'élaboration
de transporteurs de gènes au sein des cellules. Ces vecteurs ont pour ob-
jectif d'emmener les acides nucléiques à l'intérieur du noyau des cellules
cibles. Ces acides nucléiques peuvent coder une gène supposé se substi-
tuer à un gène muté déficient ou un gène suicide, par exemple. Pour
vectoriser l'A.D.N., on peut faire appel à des vecteurs viraux ou synthé-
tiques. Parmi ces derniers, signalons les polymères polycationiques qui
forment des polyplexes avec l'A.D.N. C'est à ces polyplexes que nous
nous intéresserons dans ce chapitre. Nous tenterons de déterminer si
les propriétés physiques des condensats formés jouent un rôle dans le
mécanisme de transfection, afin d'en améliorer le processus. Aupara-
vant, nous détaillerons la structure et les propriétés de cette molécule
de la vie qu'est l'A.D.N.
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4.1 Historique
L'histoire de l'acide désoxyribonucléique débute en 1869, date à
laquelle Fritz Miescher découvre une substance acide, la  nucléine ,
au coeur même du noyau des cellules. Cinquante ans plus tard, en
1920, P.A. Levine observe que cette substance (en fait, l'A.D.N.) est
composée d'un sucre, d'un phosphate et d'une combinaison de bases
puriques et pyrimidiques [143]. Les éléments constitutifs de l'A.D.N.
étaient maintenant connus. Il restait à en déterminer sa structure et
son rôle dans l'organisme.
Concernant le rôle de l'A.D.N., il faut attendre 1928. En effet, à
cette époque, le scientifique anglais Fred Griffith (1877 - 1941) met en
évidence le processus de transformation bactérienne, ouvrant ainsi la
voie à l'identification du support de l'hérédité [144]. Il travaille alors sur
les souches (appelées souches R et S) d'un pneumocoque, le Diplococcus
pneumoniae. Ces souches se différencient, entre autres, par leur carac-
tère létal (S) ou non (R) sur la souris. Griffith observe que la souche
inoffensive, au contact de la souche mortelle (dont les individus ont
étés tués), acquiert le caractère pathogène. Ce phénomène fut appelé la
transformation bactérienne. Ces constatations laissèrent suggérer l'exis-
tence, chez les cellules bactériennes, d'un  facteur transformant , sus-
ceptible d'être intégré par d'autres bactéries et leur conférant, de façon
héréditaire, de nouvelles propriétés génétiques [144].
La nature du  facteur transformant  ne sera cependant élucidée
que plus de dix ans après par Avery, MacLeod et McCarty [145, 146].
En 1944, Oswald Avery et ses collaborateurs découvrent que ce facteur
n'est autre que l'A.D.N. La transformation des bactéries R s'effectue
donc par incorporation de fragments d'A.D.N. provenant des bactéries
S tuées. Cette découverte est cependant beaucoup trop révolutionnaire
pour l'époque et la communauté scientifique n'accepte pas facilement
l'hypothèse de l'A.D.N. comme support de l'hérédité.
L'importance fondamentale des travaux réalisés par Avery ne sera
reconnue que tardivement. Certains scientifiques, comme E. Chargaff,
ont cependant saisi immédiatement la portée immense de ces travaux.
Ce dernier se consacre alors totalement à l'étude des acides nucléiques.
Ses travaux contribuent à répandre l'idée que l'A.D.N. puisse être une
molécule porteuse de l'information génétique. Chargaff montre, en outre,
que le rapport cytosine/guanine (C/G) et adénine/thymine (A/T) est
constant et quasiment égal à un chez toutes les espèces étudiées [147,
148, 149]. Ces résultats sont connus sous le nom de  règles de Char-
gaff . Ces règles seront déterminantes pour l'élaboration du modèle de
la structure de l'A.D.N. par Watson et Crick quelques années plus tard.
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Fig. 4.1  Radiographie d'A.D.N. obtenue par diffraction de rayons X
par Rosalind Franklin en 1952 [150]. Encadré : Structure en double
hélice proposée par Watson et Crick en 1953 [151].
Pour la structure de l'A.D.N. précisément, tout s'accélère début des
années 50. En effet, en 1951, Rosalind Franklin, une jeune physico-
chimiste travaillant à l'unité de biophysique du King's College de Lon-
dres, identifie deux formes d'A.D.N. [152]. Un an plus tard, début 1953,
Franklin présenta de magnifiques clichés de diffraction de rayons X (fi-
gure 4.1) [150]. Elle en déduit alors dans son cahier de rapport que
l'A.D.N. présente une structure en doubles brins, les groupements phos-
phates étant tournés vers l'extérieur [153]. Au même moment, Watson
et Crick élaborent un modèle tridimensionnel de l'A.D.N. en hélice
double (encadré de la figure 4.1) [151, 154, 155]. Ce modèle de struc-
ture n'a été conçu que sur base de la composition chimique de l'A.D.N.
(désoxyribose, bases azotées et groupements phosphates), des clichés de
diffraction d'A.D.N. cristallisé (principalement dus à Rosalind Franklin
et Maurice Wilkins [156, 150]), des travaux d'Erwin Chargaff (mon-
trant que A/T ∼ G/C ∼ 1 [147]) et de clichés de microscopie électro-
nique (indiquant un diamètre moléculaire de 20 Å, supposant l'exis-
tence d'une double chaine désoxyribose-phosphate). Cette structure, à
l'heure actuelle connue de tous, est devenue l'emblème de la biologie
moléculaire : deux brins constitués de chaînes sucre-phosphate forment
une double hélice (où les orientations de chacun des brins sont oppo-
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Fig. 4.2  Structure du désoxyribose de l'A.D.N. Les sphères grises,
rouge et bleues représentent des atomes de carbone, d'oxygène et d'hy-
drogène, repsectivement.
sées). Les sucres de chacun des brins portent les bases azotées, chaque
base d'un brin étant maintenue en vis-à-vis d'une base de l'autre brin
par des liaisons hydrogènes (la cytosine en face de la guanine, l'adénine
en face de la thymine). Crick, Watson et Wilkins reçurent en 1962 le
prix Nobel pour leurs travaux, qui ont été qualifiés de  la plus grande
réussite scientifique de notre siècle .
4.2 La structure de l'A.D.N.
Les acides nucléiques, comme l'A.D.N. et l'A.R.N. (acide ribonu-
cléique) sont des polymères de nucléotides,  les polymères de la vie .
Avant même de détailler la structure tridimensionnelle de l'A.D.N., dé-
crivons les nucléotides qui en sont les éléments constitutifs.
4.2.1 Nucléotides et bases azotées
Dès la fin des années 20, Levine (1869-1940) savait que l'A.D.N.
contenait du phosphore, un sucre et des bases azotées. Ces molécules
s'assemblaient pour former des nucléotides. Le sucre présent dans le
nucléotide est un sucre à cinq atomes de carbone, le désoxyribose (fi-
gure 4.2). Les bases élémentaires de l'A.D.N. sont au nombre de quatre :
l'adénine, la thymine, la cytosine et la guanine. Elles sont issues de
deux grandes familles de composés chimiques : les purines et les py-
rimidines. Les bases puriques, la 6-aminopurine ou adénine (A) et la
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Fig. 4.3  Structure des quatre bases de l'A.D.N. et de leur appariement.
2-amino,6-oxypurine ou guanine (G) (figure 4.3), dérivent du noyau hé-
térocyclique purine, constitué d'un double cycle avec cinq atomes de
carbone et quatre d'azote. Les bases pyrimidiques, la 5-méthyluracile
ou thymine (T) et la 2-céto, 4-aminopyrimidine ou cytosine (C) (fi-
gure 4.3), dérivent quant à elles du noyau pyrimidine, comprenant un
cycle contenant quatre atomes de carbone et deux d'azote [144].
L'association d'une base et d'un sucre est appelé nucléoside. La
liaison entre la base et le sucre est appelée liaison β-N-glycosidique.
Dans les nucléosides dérivés des purines, la base est liée à l'atome de
carbone 1' du sucre par son atome d'azote 9 (figure 4.4). A l'inverse,
dans les nucléosides dérivés des pyrimidines, la base est liée au carbone
1' du sucre par son azote 1 (figure 4.4). Afin de réaliser un nucléotide,
nous devons insérer un groupement phosphate au cinquième atome du
sucre, le carbone 5' (figure 4.4) [80].
4.2.2 La double hélice
L'acide désoxyribonucléique est un polynucléotide. Dans cette ma-
cromolécule, les monomères, les nucléotides, se lient par des liaisons
covalentes appelées liaisons phosphodiesters. Ces liaisons unissent le
phosphate d'un nucléotide avec le sucre du nucléotide suivant, et ainsi
de suite. Cette structure aboutit à la formation d'un squelette de sucre-
phosphate sur lequel sont accrochées les bases azotées (figure 4.4).
En réalité, les molécules d'A.D.N. se composent de deux chaînes
polynucléotidiques enroulées en spirale pour former une double hélice.
Dans cette structure, les squelettes des deux chaînes polynucléotides
se trouvent sur la bordure extérieure de l'hélice. Les bases n'ayant pas
toutes la même taille, Watson et Crick en déduisent qu'elles s'appa-
rient en couples purines-pyrimidines par les liaisons hydrogènes pour
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Fig. 4.4  Structure chimique d'un brin d'A.D.N. [144].
respecter un diamètre constant de 2 nm. L'identification des couples
A-T, C-G est obtenue à partir des règles de Chargaff.
Remarquons que les deux chaînes sont anti-parallèles. En effet, une
est orientée dans la direction 3'-5' alors que l'autre, qui lui fait face, est
orientée 5'-3'. Les deux chaînes sont aussi complémentaires [80]. Des
travaux parallèles de Franklin ont permis de mettre en évidence les ré-
sultats suivants : les bases sont perpendiculaires à l'axe de l'hélice ; elles
sont empilées à une distance de 0,34 nm ; un tour d'hélice contient 10,4
nucléotides (le pas d'hélice est donc de l'ordre de 3,4 nm) ; le diamètre
de l'hélice est de l'ordre de 2 nm. La double hélice présente deux dé-
pressions : une large, ou grand sillon et une étroite ou petit sillon. Leurs
profondeurs sont sensiblement équivalentes et leurs largeurs de 1,14 et
0,6 nm.
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4.3 Les rôles de l'A.D.N.
Chaque propriété fondamentale de la vie découle de la structure
de l'A.D.N. La découverte de cette dernière a permis de comprendre
sous quelle forme est stockée l'information dans la cellule, comment
cette information est reproduite ou modifiée, et comment elle peut être
traduite en caractéristiques physiques transmissibles à travers les géné-
rations. C'était bien  le secret de la vie  qu'avaient découvert Crick et
Watson !
La structure même de l'A.D.N. lui confère plusieurs propriétés. Il
remplit cependant deux rôles centraux. Premièrement, il maintient l'in-
formation génétique et est répliqué afin de transmettre cette informa-
tion à toute nouvelle cellule. Deuxièmement, il contient une information
codée qui est transmise à l'A.R.N.m (acide ribonucléique messager),
transcrit ensuite en protéines. De manière plus précise, l'A.D.N. consti-
tue le matériel génétique de la cellule [157] :
Il détient l'information génétique propre à son espèce. En ef-
fet, l'ordre d'enchaînement des nucléotides constitue un message,
une information permettant à la cellule d'assembler dans le bon
ordre les acides aminés de ses protéines.
Il permet la reproduction. Lors de la division cellulaire, l'informa-
tion est reproduite intégralement de façon à ce que chacune des
deux cellules filles obtenues détienne l'ensemble de l'information
présente dans la cellule-mère.
Il peut se modifier (mais pas trop). L'A.D.N. n'est pas une mo-
lécule d'une stabilité à toute épreuve. Des modifications acciden-
telles peuvent modifier le message. Un nucléotide, par exemple,
peut être remplacé par un autre ce qui modifie le contenu de
l'information et peut se répercuter sur la séquence en acides ami-
nés de la protéine encodée avec des conséquences très variables
(négligeables à catastrophiques). Ce sont ces modifications qui
permettent l'évolution.
Il peut être traduit en caractéristiques physiques. Le
message contenu dans l'A.D.N. doit pouvoir être  lu  par la cel-
lule. Cette information doit pouvoir être utilisée et traduite en
protéines dans le cas de l'A.D.N., en passant par un intermédiaire,
l'A.R.N. messager.
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4.4 La condensation de l'ADN
Ces dernières années, les S.P.M. ont démontré leur incontestable uti-
lité en biologie moléculaire structurale [158]. Dans ce cadre, l'A.F.M.
tend cependant à être plus efficace que le S.T.M., étant donné sa capa-
cité à imager des molécules biologiques isolantes, alors que le S.T.M. né-
cessite, au minimum, des échantillons faiblement conducteurs. L'A.F.M.
a démontré toutes ses aptitudes à imager des structures biologiques
molles telles que des cellules [159], des bactéries [160] ou des pro-
téines [161]. Des molécules d'acide désoxyribonucléique, des plasmides
en particulier, ont été fortement étudiées et des structures détaillées de
ces molécules ont été mises en évidence grâce à cette technique [162,
163, 164, 165].
Récemment, le processus de condensation de l'A.D.N. a largement
attiré l'attention des biologistes. En effet, le contrôle de la condensation
de l'A.D.N. joue un rôle-clé dans le conditionnement de ce dernier. Le
développement d'un vecteur de gènes efficace constitue en effet un défi
majeur pour la thérapie génique. Il existe deux catégories de vecteurs
d'acides nucléiques : les vecteurs viraux (rétrovirus, adénovirus,...) et
les vecteurs synthétiques (lipides et polymères cationiques). Les vec-
teurs viraux semblent plus efficaces, mais peuvent induire une réponse
immunitaire. En outre, les vecteurs rétroviraux posent le problème des
mutations dites insertionnelles, c'est-à-dire dues à l'insertion du gène
vectorisé dans le génome de la cellule transfectée [166, 167]. Afin d'évi-
ter ces problèmes, des vecteurs non-viraux sont, bien que moins effi-
caces, toujours soumis à investigation dans de nombreux laboratoires. Il
s'agit de lipides ou de polymères cationiques. Leur capacité à condenser
l'A.D.N. semble unique pour augmenter l'efficacité de transfection. Des
résultats prometteurs ont par exemple été obtenus avec des polymères
polycationiques [168, 169], tels que de la poly-L-lysine [170, 171] ou du
polyméthacrylate protoné amino-fonctionnalisé [172]. De tels complexes
polymère/A.D.N. sont formés au travers de l'interaction électrostatique
entre les groupements phosphates de l'A.D.N. chargés négativement et
les groupements amines protonés du polymère.
Bien que les polymères polycationiques présentent des avantages par
rapport aux vecteurs viraux, leur efficacité en tant qu'agents vectori-
sant l'A.D.N. reste limitée [173]. Indépendamment des caractéristiques
du polymère, qui ont été discutées ailleurs [172], nous sommes en droit
de nous demander quels facteurs physico-chimiques influencent l'effi-
cacité de transfection 14. En effet, une vision physique des condensats
14Transfection = l'introduction d'un matériel génétique étranger à l'intérieur
d'une cellule hôte (la cellule transfectée), son intégration par la suite dans les cellules
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(incluant leurs dimensions) reliée à une vision biologique (incluant l'effi-
cacité de transfection) pourrait faciliter l'amélioration des technologies
de vecteurs de gènes [174].
Les chaînes polycationiques sont suffisantes pour condenser l'A.D.N.
afin de produire des complexes capables de transfecter dans des cellules
en culture. Cependant, ces chaînes seules ne suffisent pas à protéger les
particules de leur environnement. Les interactions entre les protéines
du sérum et les complexes altèrent souvent la transfection in vitro. In
vivo, ces interactions conduisent à la rapide élimination des complexes
par les macrophages, cellules nettoyeuse de l'organisme [175]. Ces pro-
blèmes peuvent être évités par l'introduction de séquences hydrophiles
de poly(éthylène glycol) (P.E.G.) à la surface des complexes. Ce genre
de complexes a aussi été analysé par A.F.M.
Finallement, des polymères globulaires dendrimériques ont aussi
été utilisés pour condenser l'A.D.N. Les dendrimères représentent une
classe de polymères qui exhibent une architecture moléculaire carac-
térisée par un branchement dendritique régulier, avec une symétrie
axiale [176]. Leur différence de structure par rapport aux polymères
polycationiques linéaires induit des structures condensées différentes,
qui ont aussi été observées et discutées en détail.
Plus précisement, au cours de notre recherche (réalisée en colla-
boration avec le laboratoire U.R.B.C.), des polymères polycationiques
linéaires à base de méthacrylate [P.D.M.A.E.M.A. : poly(2-diméthyl-
aminoéthyl méthacrylate)] (réalisés par le Dr I. Ydens et le Pr Ph.
Dubois, L.P.C.M.), des polymères polycationiques linéaires à base de
méthacrylate PEGylés (réalisés par le Dr I. Ydens et le Pr Ph. Du-
bois, L.P.C.M.) ainsi que des dendrimères globulaires tels que le Su-
perFect (S.F., Qiagen) ont été employés afin d'induire la condensa-
tion de l'A.D.N. Ces échantillons ont été préparés par le Dr S. Pi-
rotton. Les données A.F.M. obtenues sur des complexes binaires de
P.D.M.A.E.M.A./ A.D.N. sont exposées et discutées en fonction du
rapport en poids entre polymère et A.D.N., et en fonction de l'effica-
cité de transfection obtenue avec ces complexes. Les caractéristiques
des complexes ternaires (complexes  PEGylés ) sont ensuite compa-
rées aux propriétés des complexes binaires. Les structure S.F./A.D.N.
sont finalement exposées. Afin d'apprécier l'architecture des complexes
polymère / A.D.N., une image d'A.D.N. double brin non-condensé est
fournie pour comparaison. Le dispositif expérimental et les méthodes
de préparation des échantillons sont quant à eux exposés ailleurs [21].
hôtes, ainsi que l'expression ultérieure de la protéine étrangère encodée.
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Fig. 4.5  Image T.M.-A.F.M. à haute résolution (1 µm x 1 µm) d'une
molécule d'A.D.N. déposée sur du mica.
4.4.1 L'A.D.N. non-condensé
Nous avons réalisé des images A.F.M. en mode contact intermittent
(T.M.-A.F.M.). Les résultats obtenus sont stables et reproductibles.
Des molécules d'A.D.N. déposées sur un substrat de mica fraîchement
clivé ont été imagées, après sèchage à l'air. Le substrat semble être
plat avec des molécules d'A.D.N. doubles brins par dessus. Une image
typique de T.M.-A.F.M. à haute résolution obtenue en balayant une
petite partie de la surface est présentée à la figure 4.5. La molécule
d'A.D.N. affiche une géométrie fermée, ressemblant à un cercle relaxé,
avec de petites torsions des brins. Cette structure est caractéristique de
la morphologie d'une molécule d'A.D.N. non-condensée [177]. Presque
partout sur l'image, la hauteur et la largeur apparente moyenne de la
molécule sont de 0.6 nm et 20.0 nm, respectivement. Les brins sont
empilés dans la partie supérieure gauche de la figure 4.5 (indiqué par
une flèche). A cet endroit, les brins ont une hauteur de 1.0 nm, environ
deux fois la hauteur d'une hélice.
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Fig. 4.6  Efficacité de transfection des complexes P.D.M.A.E.M.A. /
A.D.N., déterminée en mesurant l'activité de la β-galactosidase (β-gal)
dans les cellules transfectées, en fonction du rapport de masse utilisé
entre le P.D.M.A.E.M.A. et l'A.D.N.
4.4.2 Complexes à base de méthacrylate
Complexes binaires
L'A.D.N. utilisé pour préparer les complexes polymère / A.D.N. est
le plasmide pCMVβ, codant pour la β-galactosidase (β-gal) de Esche-
richia coli. Avant d'aller plus loin, définissons la transfection : il s'agit
de l'introduction d'un matériel génétique étranger à l'intérieur d'une
cellule hôte (la cellule transfectée), son intégration par la suite dans
les cellules hôtes, ainsi que l'expression ultérieure de la protéine codée
par le gène étranger. L'efficacité de transfection est alors déterminée en
mesurant l'activité de la β-galactosidase (β-gal) dans les cellules trans-
fectées.
La figure 4.6 présente les résultats d'expériences de transfection (re-
présentant l'activité de la β-gal en fonction du rapport massique poly-
mère/A.D.N.). Elles ont été réalisées à une concentration fixe d'A.D.N.,
en faisant varier la concentration de P.D.M.A.E.M.A. Les polymères
cationiques se lient donc électrostatiquement aux molécules d'A.D.N.
(présentant une charge nette négative), aboutissant aux complexes po-
lymère/A.D.N. Il semble évident que le P.D.M.A.E.M.A. favorise l'in-
ternalisation cellulaire de l'A.D.N. et son expression subséquente. De
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Fig. 4.7  Images A.F.M. en mode contact intermittent de complexes
de PDMAEMA/ADN déposés sur du mica, sous conditions ambiantes.
(A) dans un rapport en masse de 1/1. (2 µm x 2 µm). (B) dans un
rapport en masse de 2/1. (3.5 µm x 3.5 µm).
plus, l'efficacité de transfection est dramatiquement affectée par le rap-
port des poids et présente un maximum. Comme illustré à la figure 4.6,
l'activité maximale de la β-gal est observée lorsque les complexes sont
préparés avec 2 µg de polymère (ou plus) par µg d'A.D.N. Les rapports
en masses polymère/A.D.N. plus faibles conduisent à une transfection
moindre. Afin de déterminer si des différences de structure (i.e. la forme)
et de taille peuvent expliquer l'évolution de l'expression de la β-gal, des
complexes correspondants aux activités maximales et submaximales de
transfection ont été analysés.
Les complexes obtenus dans un rapport en poids polymère/ A.D.N.
de 1/1 produisent des structures faiblement condensées, telles qu'ob-
servées à la figure 4.7A. De larges agrégats plats (composés de brins
linéaires et de structures sphériques) sont visibles dans la partie supé-
rieure de l'image. Ces agrégats mesurent environ 25 nm de large, 50 nm
de long et 1.2 nm de haut. Par comparaison, il semble intéressant de
rappeler que cette valeur est près de deux fois supérieure à celle mesu-
rée sur des brins d'A.D.N. seuls. Au centre de la figure (flèche blanche),
nous observons une structure similaire à une molécule d'A.D.N. iso-
lée, comme déjà présentée à la figure 4.5. Des structures toroïdales ont
également été observées mais en nombre limité.
A partir de cette image (figure 4.7A), il semble donc évident que
les conditions optimales de condensation (en forme et en taille) ne sont
pas atteintes. Dans ce cas, la faible efficacité de transfection observée
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à la figure 4.6 (pour un rapport massique polymère/A.D.N. de 1/1)
pourrait être reliée aux agrégats faiblement condensés d'A.D.N. et de
polymère. Comme cela fut déjà observé et démontré précédemment,
pour des rapports de masse polymère / A.D.N. si faibles (<1.5), des
particules plutôt larges sont formées [167]. Il a dès lors été postulé
que les molécules de P.D.M.A.E.M.A. agissaient probablement comme
éditeur de lien entre les molécules d'A.D.N., conduisant à la formation
de larges agrégats. Ces particules sont d'ailleurs trop volumineuses pour
être internalisées par les cellules par endocytose 15 [178], comme semble
le confirmer la faible efficacité de transfection observée.
Pour des complexes préparés dans un rapport massique polymère/
A.D.N. de 2/1 (qui correspond au ratio produisant l'efficacité de trans-
fection la plus élevée), des structures compactes et de forme circulaire
sont observées, comme à la figure 4.7B. Dans ces conditions, des molé-
cules d'A.D.N. seules n'ont jamais été observées, ce qui nous pousse à
croire que tous les plasmides ont été complexés grâce au polymère.
Les distributions en diamètre et en hauteur sont présentées aux fi-
gures 4.8A et 4.8B, respectivement. Les courbes ont été obtenues après
un ajustement gaussien sur les données expérimentales. Ces distribu-
tions sont calculées à partir de 75 complexes. Les valeurs moyennes
des distributions en diamètre et hauteur sont de 63.9 ± 2.5 nm et 7.4
± 0.5 nm, respectivement. Approximativement 5% des particules ont
un diamètre plus important que 100 nm, et 50 % des complexes ont
un diamètre supérieur à 60 nm. Dans tous les cas, ces complexes dits
 binaires  se présentent sous la forme de structures bien condensées,
tendant à confirmer le lien étroit existant entre le degré de condensation
et l'efficacité de transfection.
Les complexes obtenus dans un rapport P.D.M.A.E.M.A. / A.D.N.
de 1/1 produisent des structures faiblement condensées (figure 4.7A).
Les agrégats observés semblent être des intermédiaires entre la molécule
d'A.D.N. non-condensée de la figure 4.5 et les structures condensées de
la figure 4.7B, comme développé par Vijayanathan et al. [179]. Dans ce
cas, la faible efficacité de transfection observée à la figure 4.6 pourrait
être reliée aux agrégats faiblement condensés de polymère/A.D.N. Ces
résultats sur des condensats binaires sont comparables à ceux rappor-
tés par d'autres groupes de recherche utilisant les mêmes techniques,
bien que différents échantillons d'A.D.N. et d'agents condensants soient
considérés. Des structures condensées similaires sont rapportées pour
des complexes préparés avec d'autres polycations tels que la poly-L-
lysine [171], des poly(amino esters) ou n-PAE [180] ou d'autres poly-
15Entrée de macromolécules dans la cellule, par l'entremise de vésicules, formées
à même la membrane plasmique [144].
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Fig. 4.8  (A). Distribution des diamètres des complexes binaires de
P.D.M.A.E.M.A./A.D.N. (dans un rapport massique de 2/1), calculée
à partir d'images A.F.M. en mode contact intermittent sur environ 75
complexes. La courbe représente un ajustement gaussien des données
expérimentales. (B) Distribution des hauteurs des complexes binaires de
P.D.M.A.E.M.A./A.D.N. (dans un rapport massique de 2/1), calculée
à partir d'images A.F.M. en mode contact intermittent sur environ 75
complexes. La courbe représente un ajustement gaussien des données
expérimentales.
mères à base de méthacrylate [181].
Complexes ternaires
Les chaînes polycationiques sont suffisantes pour condenser l'A.D.N.,
produisant des complexes capables de transfection dans des cellules en
culture. Cependant, ces chaînes polycationiques seules ne protègent pas
les particules de leur environnement. En effet, les interactions entre les
protéines du sérum et les complexes compromettent souvent la transfec-
tion in vitro. In vivo, ces interactions conduisent à la rapide élimination
des complexes polymère/A.D.N. par le système réticuloendothélial. Ces
problèmes peuvent cependant être évités en introduisant des séquences
hydrophiles de polyéthylène glycol (P.E.G.) à la surface des complexes.
Une stratégie originale, en deux étapes, a été développée pour produire
des complexes  PEGylés  [172] : l'A.D.N. est premièrement condensé
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Fig. 4.9  Image A.F.M. en mode contact intermittent de complexes
ternaires de copolymère/polymère/A.D.N. (dans un rapport massique
de 5/2/1), en conditions ambiantes (4 µm x 4 µm).
par un polymère polycationique (P.D.M.A.E.M.A.). Les complexes ainsi
préformés sont ensuite  PEGylés  par incubation en présence d'un co-
polymère de P(D.M.A.E.M.A.-b-M.A.P.E.G.). Ce type de complexes
dits  ternaires  est également analysé par A.F.M., afin de comparer
leur structure et leur taille avec celle des complexes mentionnés précé-
demment.
Une image représentative des complexes ternaires est présentée à
la figure 4.9. Les complexes y sont préparés avec 2 µg de polymère
(P.D.M.A.E.M.A.) pour 5 µg de copolymère [P(D.M.A.E.M.A. - b -
M.A.P.E.G.)], par µg d'A.D.N. Il s'agit d'un rapport massique co-
polymère/ polymère/ A.D.N. présentant une activité de transfection
maximale. Les complexes ternaires déposés sur une surface de mica y
forment des structures très compactes, similaires à celles de complexes
binaires (P.D.M.A.E.M.A./ A.D.N.). Aucune structure tubulaire n'est
visible dans ou autour de ces complexes ternaires. Les distributions en
diamètre et hauteur sont présentées aux figures 4.10A et 4.10B, res-
pectivement. Ces distributions sont calculées à partir de 100 complexes.
Les valeurs moyennes de la distribution en diamètre et en hauteur sont
de 102.6 ± 2.0 nm et 9.7 ± 0.1 nm, respectivement. Ces dimensions sont
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Fig. 4.10  (A). Distribution des diamètres des complexes ternaires
de copolymère/polymère/A.D.N. (dans un rapport massique de 5/2/1),
calculée à partir d'images A.F.M. en mode contact intermittent sur en-
viron 100 complexes. La courbe représente un ajustement gaussien des
données expérimentales. (B) Distribution des hauteurs des complexes
ternaires de copolymère/polymère/A.D.N. (dans un rapport massique
de 5/2/1), calculée à partir d'images A.F.M. en mode contact inter-
mittent sur environ 100 complexes. La courbe représente un ajustement
gaussien des données expérimentales.
légèrement plus importantes que celles mesurées sur des complexes bi-
naires.
L'image A.F.M. de la figure 4.9 met en évidence la présence de
structures denses, indiquant la formation de complexes ternaires. Dès
lors, la méthode de préparation en deux étapes de ces complexes em-
pèche l'interférence du P.E.G. durant la condensation de l'A.D.N. avec
le P.D.M.A.E.M.A., comme déjà observé précedemment [177]. Les dia-
mètres mesurés sur les complexes ternaires sont légèrement plus grands
que ceux obtenus sur des complexes binaires. Ceci est en accord avec
une association du copolymère en bloc avec les complexes binaires de
P.D.M.A.E.M.A./A.D.N. déjà préformés. Cependant, les efficacités de
transfection observées avec ces deux types de complexes sont simi-
laires [182]. La taille optimale des polyplexes peut varier en fonction de
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la composition des polyplexes et diffère clairement pour les complexes
binaires et ternaires. Ceci semble d'ailleurs confirmé par les observations
précédemment recueillies par d'autres groupes de recherche [169, 183].
Les tailles mesurées en A.F.M. pour les complexes binaires et ter-
naires indiquent que les condensats se présentent sous la forme de
sphères écrasées. Un tel écrasement est certainement dû aux limita-
tions de la technique A.F.M. En fait, ce phénomène (structures com-
primées sur le substrat) est identique à celui observé pour des molécules
d'A.D.N. isolées. En effet, la hauteur et la largeur mesurée de la mo-
lécule d'A.D.N. de la figure 4.5 sont respectivement plus faible et plus
importante que le diamètre théorique d'une double hélice d'A.D.N. (qui
est d'environ 2.0 nm). Ces différences ont constitué le point central de
plusieurs publications récentes [184, 185, 186, 187, 188]. Ce phénomène
y est habituellement attribué à l'indentation de la molécule d'A.D.N.
Moreno-Herrero et al. ont ainsi supposé que la compression d'une molé-
cule d'A.D.N., due aux forces d'attraction électrostatique entre l'échan-
tillon et le substrat contribue à la réduction des hauteurs mesurées [189].
Cependant, en utilisant l'A.F.M. en mode non-contact, des mesures de
hauteurs coïncidant avec la théorie ont été relatées par Anselmetti et
al. [190]. La très grande largeur mesurée de la molécule d'A.D.N. (au
lieu des 2-3 nm attendus), ne peut, quant à elle, que refléter le rayon
de la pointe, comme développé par Lyubchenko et al. [164]. Ces phéno-
mènes sont à même d'expliquer la forme des complexes présentés aux
figures 4.7B et 4.9.
4.4.3 Complexes à base de SuperFect
Des complexes de SuperFect/A.D.N. ont aussi été préparés sous
conditions optimales selon les expériences de transfection, i.e. avec 6
µg de SuperFect (S.F.) par µg d'A.D.N. La structure des complexes
est présentée à la figure 4.11. Ces derniers apparaissent sous la forme
d'une protubérance centrale entourée d'une structure en spaghetti, i.e.
un disque plat constitué de filaments entremêlés. Le diamètre moyen du
disque est d'environ 850 nm, alors que la protubérance centrale mesure
18 nm de haut et 290 nm de large, en moyenne. Les filaments ont des
diamètres allant de 12 à 24 nm, et une hauteur comprise entre 0.4 et
0.9 nm. Ces dimensions sont similaires à celles obtenues sur de l'A.D.N.
seul.
Les résultats sur les complexes S.F./A.D.N. mettent en évidence le
rôle de l'architecture du polymère sur les morphologies observées. Les
structures visibles sur les images A.F.M. de tels complexes (figure 4.11)
indiquent que ceux-ci ne forment pas une structure compacte. Cette
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Fig. 4.11  Image A.F.M. en mode contact intermittent de complexes
de SuperFect/A.D.N. (dans un rapport massique de 6/1), déposés sur
du mica et en conditions ambiantes. (2 µm x 2 µm).
image peut être expliquée en suggérant que la protubérance centrale
est un complexe de S.F./A.D.N. bien condensé, entouré par de l'A.D.N.
seul ou faiblement condensé. Ces résultats sont opposés aux structures
compactes observées par d'autres groupes de recherche [191]. Quelle
qu'en soit la raison, nos complexes révèlent cependant une bonne ef-
ficacité de transfection (similaire à celle observée sur des complexes
binaires), nous poussant à conclure que, prise isolément, l'architecture
du polymère n'est pas non plus, à un certain degré, un point critique
dans le processus de transfection.
4.4.4 Résumé
En conclusion, l'imagerie de molécules d'A.D.N. et de complexes po-
lymère/ A.D.N. a été réalisée par microscopie à force atomique. Nous
en avons déduit la taille et la forme des molécules et condensats. Ces ex-
périences ont démontré une approche originale, basée sur l'observation
directe, qui a permis de relier l'effet de facteurs structurels des com-
plexes à l'efficacité de transfection. Nous avons montré que l'A.F.M.
pouvait fournir des informations sur les facteurs cruciaux (taille et
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forme) dont nous devons tenir compte dans l'élaboration de nouveaux
vecteurs de transfection. En particulier, nous avons déduit que la taille
des complexes et l'architecture du polymère, prises isolément, ne sont
pas, jusqu'à un certain point, des éléments critiques dans le processus
de transfection. Notons cependant que toutes les manipulations décrites
ici ont été réalisées  à sec .
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Chapitre 5
Les implants métalliques
Résumé
Les implants métalliques ont subi des avancées technologiques et
biomédicales phénoménales ces quelques dernières années. Ils sont ac-
tuellement de plus en plus utilisés dans une large gamme de sciences
médicales, remplaçant ou supportant des parties de corps perdues ou
dégradées. Cependant, ils posent encore des nombreux problèmes, no-
tamment de résistance à long terme, d'intégration dans les tissus,... De
nouvelles techniques sont alors mises en oeuvre. Parmi celles-ci figure
la formation d'une couche d'apatite à la surface de l'implant. L'apatite
présente en effet de grandes similitudes structurelles et fonctionnelles
avec la partie minérale de l'os, favorisant l'osséointégration. Le défi
scientifique se situe à ce niveau. Dans ce cadre, nos techniques de mi-
croscopie à sonde locale ont été très utiles lors de la caractérisation de
la croissance d'apatite sur de l'oxyde de tantale. Cette croissance (réa-
lisée par D. Aubry - C.E.S.) a été obtenue à l'aide d'une monocouche
intermédiaire entre l'oxyde de tantale et l'apatite même. Quatre couches
intermédiaires (différentes par leur groupement terminal) ont été étu-
diées, ainsi que leur influence sur les vitesses de croissance de l'apatite.
Les différents stades de préparation, de caractérisation et d'interpréta-
tion sont regroupés en sections, après une introduction sommaire aux
implants, ainsi qu'à l'apatite.
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5.1 Introduction
Le développement de nouveaux biomatériaux pour des applications
thérapeutiques est une des tâches les plus stimulantes pour la science
des matériaux ces dernières années [192, 193]. Ils sont en effet utilisés
dans une large gamme de sciences médicales. L'orthopédie, par exemple,
est l'un des domaines nécessitant de manière routinière de tels maté-
riaux. Des implants sont alors utilisés, pour remplacer ou supporter
des parties de corps perdues ou dégradées. Dans ce cadre, quatre diffé-
rentes classes de biomatériaux, applicables aux implants, sont actuelle-
ment soumises à investigation : les métaux et alliages métalliques (Ti,
Ti-6Al-4V,...) [194], des céramiques (CaSiO3, hydroxyapatite,...) [195],
des polymères (polyéthylène,...) [196] et des matériaux naturels tels que
le corail [197]. Les alliages de titane sont par exemple utilisés dans des
implants métalliques orthopédiques, étant donné leur excellente bio-
compatibilité et leurs propriétés mécaniques. Cependant, la toxicité
des éléments constituant l'alliage et leur progressive dégradation à long
terme sous environnement physiologique ont été mis en évidence [198].
Pour résoudre ces problèmes, un autre métal biocompatible, le tan-
tale, a particulièrement attiré l'attention ces dernières années. En milieu
physiologique, il présente une forte résistance à la corrosion. De plus, la
formation de fissures, dues à des déformations plastiques du matériau,
est contrecarrée par une repassivation de la surface de tantale, réagis-
sant avec le milieu physiologique pour recréer de l'oxyde de tantale.
Ce métal présente malheureusement une masse volumique très élevée
(16.654 g/cm3), empêchant l'élaboration d'implants massifs. Des études
se focalisent donc maintenant sur la formation de minces films de tan-
tale sur les implants métalliques habituellement utilisés. Notre intérêt
s'est donc tourné vers ces implants, et plus particulièrement vers ceux
en tantale (oxyde de tantale).
La plupart des biomatériaux sont actuellement analysés par micro-
scopie électronique. Cependant, la microscopie à force atomique semble
être une technique très puissante dans de telles études [192]. En ef-
fet, l'A.F.M. a prouvé être incroyablement utile pour la caractérisa-
tion d'applications biologiques et biomédicales (capteurs biologiques,
biopuces et implants métalliques) [10]. Il possède la capacité d'ima-
ger des structures biologiques molles (cellules, bactéries, protéines et
A.D.N.) [159, 161, 160]. Cette technique permet de plus une imagerie
micrométrique et submicrométrique de surfaces, pouvant aller jusqu'à la
résolution atomique. Lorsqu'il est opéré en mode à contact intermittent
(T.M.-A.F.M.), il empêche la dégradation et/ou la déformation de la
pointe et/ou de l'échantillon [34]. En plus des données topographiques,
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les propriétés chimiques du matériau étudié peuvent être déduites d'ex-
périences en imagerie de phase [165].
Afin d'optimiser les propriétés des implants métalliques (et dès lors
de faciliter leur intégration dans le corps), il est essentiel d'étudier les
mécanismes de formation des os sur ces implants. Des études anté-
rieures ont montré que l'interface entre l'implant et l'os est composée
d'une couche d'apatite [199]. Cette couche d'apatite est similaire à celle
présente dans la phase minérale des os naturels. Dans ce cas, l'os se dé-
veloppe directement sur cette couche d'apatite. Ce mécanisme est favo-
risé par le fait que l'os humain est constitué d'environ 65% de cristaux
d'apatite en poids. Dans leurs recherches sur les implants métalliques,
Kokubo et al. ont déduit que la présence d'une couche d'apatite sur l'im-
plant est essentielle à la croissance de l'os sur celui-ci. De plus, cette
couche est déterminante pour la bioactivité du matériau [199].
Différents traitements ont été mis au point pour favoriser la for-
mation d'apatite sur les implants métalliques. La modification chi-
mique des surfaces par des couches auto-assemblées est l'une de ces
techniques. En particulier, Tanahashi et al. ont utilisé des alcanethiols
présentant différents groupements terminaux (PO4H2, COOH, CONH2,
OH, NH2 et CH3), déposés sur des surfaces d'or, pour favoriser la nu-
cléation d'apatite [200]. Ils ont démontré que la formation d'apatite
dépendait du groupement fonctionnel présent en extrême surface. Ce-
pendant, cette étude est réalisée sur des substrats d'or, un métal peu
utilisé comme implant. Afin d'approcher de plus près la réalité et d'amé-
liorer les techniques existantes, les expériences que nous avons réalisées
ont pour objet de vérifier la dépendance de la croissance d'apatite avec
certains groupements fonctionnels présents en extrême surface d'une
couche d'organosilane, déposée sur de l'oxyde de tantale.
Dans ce but, les surfaces de tantale utilisées ont été modifiées avec
du 10-undecenyltrichlorosilane (10-UTCS). Par la suite, la terminaison
vinylique de ce 10-UTCS a été convertie in situ en différents groupe-
ments fonctionnels (hydroxyles, carboxyles et phosphates), favorisant
la croissance de l'apatite. Cette croissance de l'apatite a alors été com-
parée sur les quatre groupements terminaux différents. De plus, son
évolution dans le temps a été suivie avec attention. Les résultats ob-
tenus entre cinq et trente jours de croissance d'apatite sont comparés
et discutés. Mais avant de s'attaquer à l'analyse des résultats obtenus,
donnons quelques informations concernant l'apatite, sa structure et ses
propriétés.
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Fig. 5.1  Structure de l'hydroxyapatite. Les atomes gris, oranges,
rouges et verts sont respectivement des atomes de calcium, phosphore,
oxygène et des groupements hydroxyles [201].
5.2 L'apatite
La composition de l'apatite est fort similaire à la composante mi-
nérale de l'os naturel. En effet, le constituant inorganique de l'os est
fait d'apatites biologiques. Elles fournissent rigidité au squelette et
agissent comme réservoir de calcium, phosphore, sodium et magnésium.
Le terme apatite reprend une famille de minéraux à base de phosphate
de calcium. Ces matériaux présentent des structures similaires (système
hexagonal, groupe P63/m) et possèdent une formule structurelle simi-
laire X3Y2(TO4)Z (où X, Y, T et Z sont différents pour chaque type
d'apatite).
Dans la nature, les compositions en X et Y de l'apatite incluent
du Ca, Sr, Ba, Re, Pb, U ou Mn (et rarement Na, K, Y, Cu). Le T
peut être remplacé du P, As, V, Si, S, ou C (ou CO3). Finalement, le
Z existe sous forme de F, Cl, OH ou O [198]. En médecine, les apatites
d'intérêt possèdent des X et Y en calcium, du T en phosphore et du Z
en fluor ou sous forme de groupe hydroxyle. Par exemple, l'apatite est
appelée hydroxyapatite (HAp) lorsque le T = P et Z = OH. A tempé-
rature corporelle et en milieu physiologique, deux formes de phosphate
de calcium sont stables. A pH < 4.2, la phase de phosphate de calcium
stable est la brushite. A pH > 4.2, la phase stable est l'hydroxyapatite.
La croissance de l'apatite sur nos substrats d'oxyde de tantale, recou-
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verts d'une couche d'organosilane, est réalisée en milieu simulant un
liquide physiologique, maintenu à un pH de 7,25 et à 37C. Nous nous
attendons donc à y faire croître de l'hydroxyapatite.
La structure de l'hydroxyapatite [Ca10(PO4)6(OH)2] est composée
de cristaux qui peuvent être décrits par des prismes hexagonaux rhom-
boédriques. L'organisation du réseau est schématisée à la figure 5.1.
Les paramètres du réseau de l'hydroxyapatite sont a = 9,432 Å et c =
6,881 Å. En plus de ses similitudes avec l'os naturel, l'hydroxyapatite
est un matériau osteoconducteur, c'est-à-dire qui fournit un échafau-
dage provisoire à la croissance de l'os. La nature ostéoconductrice des
couches d'hydroxyapatite conduit à la formation de liaisons fortes avec
l'os. C'est la raison pour laquelle on le fait croître à la surface de l'oxyde
de tantale.
5.3 Les implants métalliques
Les propriétés biologiques des apatites, particulièrement leur apti-
tude à la fixation des implants, ont fait l'objet de nombreuses études
qui ont confirmé leur capacité à fournir une adhérence stable avec l'os
sous-jacent [202]. L'hydroxyapatite (HA) est un matériau qui présente
plusieurs avantages comme sa structure cristalline proche de celle de l'os
humain. Nous connaissons de plus ses caractéristiques de biocompati-
bilité, ainsi que sa fiabilité dans l'établissement d'une ostéo-intégration
in vivo. Elle est tolérée aussi bien en tant que matériau de comblement
que pour le revêtement des prothèses métalliques. Il s'agit de plus d'une
substance, qui lors de son utilisation en tant qu'implant, n'entraîne pas
de réponses inflammatoires, ni de réactions pathologiques.
Les expériences réalisées dans ce cadre ont pour but d'induire la
nucléation de l'apatite à la surface d'un implant. Ces expériences ré-
sultent d'une collaboration interdisciplinaire avec le laboratoire C.E.S.
Les échantillons y ont été préparés par D. Aubry sur base de la réfé-
rence [200]. Ces derniers ont ensuite été caractérisés par nos soins en
A.F.M. La surface de l'implant de tantale oxydé est d'abord recou-
verte d'une monocouche d'organosilane (10-UTCS), terminée par une
liaison vinylique. Cette liaison est modifiée sur plusieurs échantillons
différents dans le but d'obtenir des monocouches terminées par des
groupements hydroxyles, carboxyles et phosphates. Sur chacun de ces
quatre types d'échantillons, une croissance d'apatite est induite par
trempage dans un tampon physiologique (que nous appelerons, par
abus de language, milieu simulant un liquide physiologique : Simulated
Body Fluid, S.B.F.). L'évolution de cette croissance est contrôlée jus-
qu'à trente jours. Les différentes étapes de préparation des échantillons
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Fig. 5.2  Image A.F.M. en mode à contact intermittent, d'une surface
d'oxyde de tantale (100 µm x 100 µm).
sont présentées ci-dessous. Les résultats de croissance sont également
exposés et discutés.
5.3.1 Oxyde de tantale
Des plaques massives de tantale (10 mm x 10 mm x 1 mm), utili-
sées comme substrats, sont fournies par Advent (99,98 %). Les coupons
métalliques sont d'abord polis mécaniquement (Buehler-Phoenix 4000)
jusqu'à 1 µm, en utilisant des papiers de carbure de silicium présen-
tant différentes granulations et des pâtes diamantées. Ils sont ensuite
nettoyés par ultrasons via deux bains successifs de 20 minutes chacun,
dans de l'éthanol absolu, et traités à l'UV-ozone pendant 30 minutes
(Jelight 42-220), afin d'ôter toute contamination physisorbée avant mo-
dification de la surface. Une couche d'oxyde natif se forme alors durant
ce processus et la surface est ensuite stockée sous atmosphère d'ar-
gon. Cette préparation favorise une adsorption optimale du 10-UTCS,
comme déterminé et expliqué par Aubry et al. [22].
A cette étape de préparation des échantillons, la surface d'oxyde de
tantale se présente sous une forme semblable à celle de la figure 5.2.
Il s'agit d'une image A.F.M. tridimensionnelle de la surface d'oxyde
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Fig. 5.3  Diagramme des modifications du groupement vinylique ter-
minal en groupements hydroxyles, carboxyles et phosphates [22].
de tantale obtenue en conditions ambiantes. Elle semble relativement
rugueuse, présentant une rugosité moyenne d'environ 120 nm, telle que
calculée à partir d'images A.F.M. de 150 µm de côté. Cette surface est
composée de larges zones plates, séparées par des vallées profondes. Ces
véritables canyons (entre 3 et 7 µm de large) ressemblent à des griffures
de polissage se déployant partout sur la surface.
5.3.2 Organosilanes et modifications
Des études précédentes montrent la modification de surfaces à l'aide
d'organosilanes, particulièrement sur des substrats de silicium. Il fut
alors démontré que la modification du groupement fonctionnel termi-
nal de ces organosilanes est possible. Une monocouche auto-assemblée
de 10-undecenyltrichlorosilane (10-UTCS) se forme spontanément sur
les surfaces d'oxyde de tantale lorsqu'on les immerge dans une solu-
tion 10−3 M de 10-UTCS dans du toluène sec à 4C. La double liaison
(groupement vinylique) terminale de la couche de 10-UTCS est ensuite
modifiée in situ pour obtenir des groupements hydroxyles, carboxyles
et phosphates terminaux. Les mécanismes de modifications détaillés
ci-dessous sont schématisés à la figure 5.3. Ces modifications ont été
réalisées par le C.E.S.
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Fig. 5.4  Image A.F.M. en mode à contact intermittent d'une surface
d'oxyde de tantale recouverte d'une monocouche de 10-UTCS (75 µm
x 75 µm).
Les groupements hydroxyles sont formés par hydroboration et oxy-
dation par H2O2 de la double liaison éthylénique terminale du 10-
UTCS. A cette fin, les échantillons sont immergés dans 50 ml de B2H6 /
THF 1M pendant 30 minutes à 25C sous atmosphère d'argon. Ils sont
ensuite transférés dans 6 ml d'une solution de NaOH 0.1 M, suivie par
une addition de 4.3 ml de 35% H2O2. La réaction est poursuivie pen-
dant 5 minutes. Les échantillons sont finalement abondamment rincés
à l'eau ultra-pure, séchés et maintenus sous atmosphère d'argon avant
analyse.
Le groupement carboxyle terminal est obtenu par oxydation de la
double liaison éthylénique terminale du 10-UTCS. Les échantillons sont
trempés dans 50 ml d'une solution de KMnO4 (10 mM) acidifiée par
5% en poids de HCl (37%), pendant 5 minutes à 25C sous agitation.
Finalement, les échantillons sont abondamment rincés à l'eau ultrapure,
séchés et maintenus sous atmosphère d'argon avant analyse.
La phosphorylation fait suite à l'hydroxylation de la monocouche.
Les groupements hydroxyles terminaux y sont convertis en groupements
phosphates. Les échantillons sont ainsi placés dans 0.2 M d'oxychlorure
phosphoreux et 0.2 M de 2,4,6-collidine dans de l'acétonitrile sec, sous
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atmosphère d'argon pendant une heure, à 25C. Après un rincage abon-
dant à l'acétonitrile, les échantillons sont copieusement nettoyés à l'eau
ultrapure, séchés et maintenus sous atmosphère d'argon.
L'image A.F.M. de la monocouche de 10-UTCS, présentant une
double liaison C=C terminale en surface, est similaire à celles obte-
nues sur des monocouches présentant des groupements terminaux hy-
droxyles, carboxyles et phosphates. L'image de phase, présentée à la
figure 5.4 (100 µm x 100 µm), révèle que la couche de 10-UTCS est fon-
damentalement composée de deux parties, révélées par deux contrastes
différents, l'un clair l'autre sombre. La partie claire couvre environ 56%
de la surface, le reste étant de la zone sombre.
Discussion
Comme déjà identifié précédemment par d'autres groupes, les orga-
nosilanes, et plus particulièrement les n-alkyltrichlorosilanes, forment
des îlots recouvrant la surface du substrat, sous conditions similaires à
celles réalisées ici [203]. De plus, l'organisation des chaînes carbonées des
molécules dans ces îlots est relativement dense et bien ordonnée, dans
une conformation all-trans. Ceci tend à indiquer la formation d'une
couche de groupements fonctionnels en surface de l'échantillon [203].
Cette conformation dense semble être confirmée par la figure 5.4, où
seulement deux contrastes sont visibles en imagerie de phase. En effet,
celle-ci est liée aux propriétés du matériau au-dessus duquel se situe la
pointe (rigidité, viscoélasticité,...) mais également à l'énergie dissipée
par les forces pointe-échantillon. Le débat est encore ouvert sur le su-
jet. Quoi qu'il en soit, tout le monde s'accorde à dire que des contrastes
différents en imagerie de phase indiquent des propriétés différentes aux
endroits analysés de la surface. Dans notre cas, ces contrastes différents
semblent être dus aux deux matériaux présents sur nos échantillons. En
effet, la figure 5.4 présente deux contrastes. Tout semble indiquer que
le contraste clair, recouvrant environ 56 % de la surface, peut raisonna-
blement être attribué à la monocouche d'organosilane auto-assemblée.
Le contraste sombre ne semble lui représenter que la surface d'oxyde.
Ainsi, il semble évident que cette couche de 10-UTCS (et dès lors les
couches modifiées qui en découlent) ne présente pas un recouvrement
et une qualité de surface élevée. Cette couche couvre péniblement la
moitié de la surface, ce qui est relativement faible pour de telles molé-
cules. Par ailleurs, certaines études démontrent qu'il existe une tempé-
rature seuil, Tc, pour la réaction de silanisation [203]. Ces observations
indiquent que, lorsque la silanisation est réalisée à une température
située en-dessous de Tc, des monocouches de haute qualité sont obte-
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nues, alors qu'au-dessus de Tc, des couches désordonnées sont formées.
Cette température seuil dépend fortement de la nature du substrat et
de la longueur de la chaîne carbonée de la molécule déposée. Malheu-
reusement, à notre connaissance, rien n'a été publié concernant cette
température pour des couches de 10-UTCS sur des surface d'oxyde de
tantale. Dès lors, nous pouvons raisonnablement considérer que la for-
mation de nos monocouches s'est déroulée à une température supérieure
à la température seuil correspondant à nos conditions expérimentales,
comme le suggère le faible recouvrement de surface mesuré. Par ailleurs,
des expériences X.P.S. (réalisées au C.E.S.) n'ont pas révélé la présence
d'atomes de chlore, indiquant la totale hydrolyse des groupements SiCl3
et l'absence de formation de multicouches [22]. Nous pouvons dès lors
conclure que les organosilanes sont chimisorbés avec une certaine désor-
ganisation sur l'oxyde de tantale.
5.3.3 Formation d'apatite
La formation d'apatite sur les échantillons fonctionnalisés a été réa-
lisée par D. Aubry (C.E.S.) de la manière suivante, sur base de la réfé-
rence [200] : les échantillons ont été placés dans 30 ml de liquide tampon
physiologique (que nous appelerons, par abus de langage, liquide simu-
lat un liquide physiologique, S.B.F. : Simulated Body Fluid) pendant 5,
10, 15, 20, 25 et 30 jours à 37C. Le liquide simulant le liquide physio-
logique avec des concentrations ioniques diverses (en mM : Na+ 142.0,
K+ 5.0, Mg++ 1.5, Ca++ 2.5, Cl− 148.0, HCO−3 4.2, HPO−4 1.0, SO−4
0.5) a été préparé en dissolvant du NaCl, du KCL, du MgCl2.H2O,
du CaCl2.H2O, du NaHCO3, du K2HPO4 et du Na2SO4 dans de l'eau
ultrapure. Cette solution a été ramenée à un pH de 7.25 à l'aide de
tris(hydroxymethyl)aminomethane et d'acide hydrochlorique 37%. Du-
rant l'immersion, le S.B.F. a été renouvelé tous les deux jours.
La figure 5.5 montre des images T.M.-A.F.M. de la croissance d'apa-
tite sur des groupements vinyliques, hydroxyles, carboxyles et phos-
phates, terminant la monocouche, après 5 jours (A, B, C et D) et après
30 jours (E, F, G et H) d'immersion dans du S.B.F. à 37C, respective-
ment. La comparaison entre les images obtenues après différents temps
d'immersion dans du S.B.F. révèle un remplissage des griffes de polis-
sage par les particules d'apatite. La surface prend progressivement une
forme de plus en plus  nuageuse .
Les données obtenues à des temps intermédiaires (après 10, 15, 20 et
25 jours d'immersion en S.B.F.) permettent également la visualisation
de ce processus de recouvrement. En résumé, ces images permettent
la visualisation du phénomène de recouvrement de la surface par une
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Fig. 5.5  Images A.F.M. en mode à contact intermittent (100 µm x
100 µm) de la croissance d'apatite sur les quatre groupements fonction-
nels différents modifiant la surface d'oxyde de tantale, après 5 et 30
jours de croissance en liquide simulant le liquide physiologique. (A,E)
organosilane terminaison C=C, (B,F) organosilane terminaison -OH,
(C,G) organosilane terminaison -COOH, (D,H) organosilane terminai-
son -PO4H2.
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Fig. 5.6  Image de phase de la croissance d'apatite sur des groupements
carboxyles terminaux après 5 jours d'immersion en S.B.F. (150 µm x
150 µm).
couche d'apatite. Un de ces phénomènes les plus exceptionnels est le
recouvrement des griffures de polissage par les particules d'apatite, ré-
gulièrement observé.
Des bâtonnets d'origine inconnue sont aussi visibles sur la plupart
des échantillons, principalement après 10 et 15 jours d'immersion en
S.B.F., et clairement observables après 30 jours d'immersion (cercles
de la figure 5.5G ). La figure 5.6 est une image de phase de l'apatite
croissant sur une monocouche de terminaison -COOH, après 5 jours
d'immersion en S.B.F. Cette image met en évidence trois contrastes
différents : un blanc-vert, un brun clair et un brun foncé.
Des particules d'apatite à l'échelle micrométrique après 25 jours de
croissance en S.B.F. sont présentées aux figures 5.7A à D. Ces surfaces
affichent une rugosité moyenne d'environ 1.0 nm, 2.3 nm, 2.6 nm et 4.5
nm, respectivement. La figure 5.7A, sur laquelle l'apatite est formée
sur une double liaison vinylique terminale, ne présente qu'un nombre
limité de particules (entourées dans la figure). La taille et le nombre de
particules sont légèrement plus importants dans le cas de l'apatite sur
un groupement hydroxyle terminal (figure 5.7B). Par ailleurs, la taille
des particules semble être plus petite sur les groupements carboxyles
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Fig. 5.7  Images de phase montrant la croissance de l'apatite sur
les quatre groupements fonctionels terminaux : (A) vinyliques, (B) hy-
droxyles, (C) carboxyles et (D) phosphates, modifiant la surface d'oxyde
de tantale après 25 jours d'immersion en S.B.F. (1 µm x 1µm).
terminaux mais la surface est recouverte dans sa totalité, comme pré-
senté à la figure 5.7C. Finalement, une surface relativement uniforme
met en évidence des particules petites et de tailles moyenne sur les
terminaisons -PO4H2 (figure 5.7D).
Discussion
La comparaison des figures 5.4 et 5.6 révèle la présence d'un contraste
supplémentaire sur cette dernière. Ce contraste additionnel, c'est-à-dire
celui apparaissant après 5 jours d'immersion en S.B.F., ne peut que
représenter le phosphate de calcium, croissant sur la monocouche de
terminaison -COOH. Les deux autres contrastes sont attribués au sub-
strat et au film d'organosilane, comme déduit de la figure 5.4. Bien
que différents substrats et monocouches auto-assemblées aient été uti-
lisés, d'autres groupes de recherche ont également mis en évidence la
formation de phosphate de calcium après seulement 5 jours de crois-
sance [204, 205, 206].
Des bâtonnets d'origine inconnue sont aussi visibles sur la plupart
des échantillons, principalement après 10 et 15 jours d'immersion, et
clairement observables après 30 jours (figure 5.5). Bien que ceux-ci aient
déjà été observés auparavant par microscopie électronique, aucune in-
terprétation ou explication ne fut jusqu'alors proposée [22, 205]. Les
images A.F.M. de la figure 5.5 révèlent également une augmentation
de la taille et du nombre de tels bâtonnets avec le temps d'immersion.
Aucune autre espèce chimique que celles constituant le substrat, la mo-
nocouche ou l'apatite n'a été mise en évidence par X.P.S. (D. Aubry,
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C.E.S.) [207].
Les résultats X.P.S. confirment la présence de phosphate et de cal-
cium (caractéristiques des cristaux d'apatite) à la surface de chaque
échantillon, sur chacun des groupements fonctionnels terminaux de la
monocouche d'organosilane après seulement 5 jours de croissance [22].
Or, la croissance d'apatite sur des monocouches auto-assemblées d'al-
canethiols sur Au(111) avait nécessité 10 jours d'immersion en S.B.F.
avant l'apparition de signaux de calcium et de phosphate dans les
spectres X.P.S. de Tanahashi et al. [200]. Les mesures spectroscopiques
réalisées par D. Aubry indiquent également une augmentation de la
quantité de calcium et de phosphore avec le temps d'immersion en
S.B.F [22]. Ceci semble concorder avec les images A.F.M., apparaissant
de plus en plus  nuageuses  au fur et à mesure du dépôt (i.e. du temps
d'immersion en S.B.F.).
Plus précisément, Aubry et al. relèvent une augmentation similaire
et régulière de la quantité de calcium et de phosphore sur les groupe-
ments vinyliques et hydroxyles. L'intensité des signaux X.P.S. du cal-
cium et phosphore sur les groupements terminaux carboxyles et phos-
phates est beaucoup plus importante que sur les groupements viny-
liques et hydroxyles. La croissance d'apatite ne semble dès lors pas
fortement accélérée par l'introduction des groupements hydroxyles en
extrême surface de la monocouche. Cette interprétation apparaît tout
à fait cohérente avec les images de la figure 5.7A et B. Ces images de
phase présentent en effet un nombre restreint de particules, par rap-
port à celles obtenues sur des groupements terminaux carboxyles et
phosphates. Les figures 5.7C et 5.7D montrent une quantité de parti-
cules beaucoup plus importante. Celles-ci couvrent pratiquement toute
la surface dans le cas de la terminaison -COOH, en accord avec les don-
nées spectroscopiques et leur interprétation. Finalement, Aubry et al.
concluent que la croissance d'apatite sur des organosilanes est fonction
du groupement terminal de la monocouche et que les vitesses de crois-
sance augmentent avec les groupements fonctionnels suivant l'ordre :
C=C ' OH < COOH < PO4H2. Les mesures de rugosité obtenues à
partir des images de la figure 5.7 vont également dans ce sens. Nous
pouvons dès lors émettre l'hypothèse, sur cette base, que les particules
d'apatite visibles sur les groupements phosphates et après 25 jours de
croissance constituent une couche supplémentaire d'apatite.
5.3.4 Résumé
En résumé, nous avons pu mettre en évidence la formation de par-
ticules d'apatite sur des monocouches auto-assemblées d'organosilanes
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sur des surfaces d'oxyde de tantale. Les différents groupements termi-
nant ces monocouches induisent des cinétiques différentes de croissance
de l'apatite. Les terminaisons phosphates induisent plus rapidement la
formation d'apatite que les groupements vinyliques, hydroxyles et car-
boxyles présents en extrême surface. Nous avons pu confirmer, par nos
images A.F.M., que la vitesse de croissance de l'apatite augmente selon
son affinité avec les groupements terminaux, i.e. de la manière suivante :
C = C < −OH < −COOH < −PO4H2. Les résultats montrent que
les particules d'apatite s'agglomèrent au cours du temps pour former
finalement une couche uniforme en surface.
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Chapitre 6
Les biomolécules et interactions
biomoléculaires
Résumé
L'étude de composés biologiques trouve son intérêt dans les applica-
tions (bio)technologiques éventuelles telles que des capteurs biologiques.
Nombres de molécules se révèlent actuellement attrayantes, aussi bien
du point de vue structurel qu'électronique. Plusieurs molécules ont ainsi
été sélectionnées. Les porphyrines en font partie et la première section
de ce chapitre en étudie l'adsortion sur un substrat métallique. De nom-
breux capteurs biologiques sont également mis en oeuvre à l'aide de pro-
téines déposées sur substrats métalliques. La protéine fluorescente verte
a plus particulièrement été étudiée dans une deuxième section. Pour
terminer, nous nous sommes focalisé sur la reconnaissance moléculaire
entre deux biomolécules. Le système choisi est un système modèle en
la matière, à savoir, l'interaction entre la biotine et l'avidine. Chaque
section résume brièvement la structure et les propriétés des composés
investigués.
137
Chapitre 6. Les biomolécules et interactions biomoléculaires
6.1 Les porphyrines
Parmi le nombre incalculable de composés prometteurs en méca-
nique et électronique moléculaire, les porphyrines jouent un rôle plus
qu'important. Elles ont, par exemple, prouvé leur grande efficacité de
conversion de l'énergie solaire. Elles sont également candidates pour des
dispositifs électroniques et de mécanique moléculaire [208]. Les proprié-
tés des porphyrines peuvent être précisement contrôlées en modifiant
leur squelette moléculaire. En effet, la démonstration d'une relation
étroite entre leur structure et leurs propriétés a ouvert de nouvelles
perspectives.
Les porphyrines organiques ont été intensivement étudiées ces der-
nières années pour leur implication dans la constitution de l'hémoglo-
bine (dans le cas de la protoporphyrine IX et ses dérivés) ou dans
les applications technologiques telles que les systèmes photovoltaïques
(dans le cas du ferrocène et des porphyrines thiolées). Par ailleurs,
les protoporphyrines IX (PPIX) sont utilisées comme éléments photo-
sensitifs dans l'élimination de cellules cancéreuses en thérapie photo-
dynamique [209, 210]. Les centres porphyrines contenant des ions mé-
talliques (ZnPPIX, par exemple) ne sont cependant pas appropriés dans
ce contexte, car ils entravent alors le processus d'oxygénation [211].
Les caractéristiques principales des porphyrines sont liées à leur ac-
tivité électronique remarquable. Des transitions électroniques intenses
proviennent de leurs groupements aromatiques, constituant leur par-
tie centrale. Les films de porphyrines peuvent présenter des différences
aigües en fonction de leur conformation moléculaire sur le substrat. De
nombreuses études ont été appliquées aux porphyrines en solution ou
en agrégats en utilisant différentes techniques [212, 213, 214, 215].
Dans cette section, nous allons décrire des monocouches auto-as-
semblées de trois espèces de porphyrines différentes adsorbées sur du
Pt(111), à l'air ambiant : la protoporphyrine IX (PPIX), la Zn(II)
protoporphyrine IX (ZnPPIX) et la 5-[p-(6-mercaptohexoxy)-phényl]
-10,15,20-triphenylporphine (TPD). La conformation géométrique de
ces trois porphyrines est sondée par microscopie à effet tunnel à ba-
layage. Nos mesures S.T.M. furent réalisées à l'air ambiant à l'aide de
pointes en or fonctionnalisées, afin d'améliorer la résolution de l'image
limitée par la dérive thermique. Les pointes ont été fonctionnalisées avec
de l'acide 4-mercaptobenzoïque (4-MBA) et du 4-mercaptotoluène (4-
MT). Les conditions expérimentales sont comprises entre 360 et 430 pA
en courant et de + 425 à +765 mV en tension. Les images ainsi obte-
nues sont discutées en fonction de courbes spectroscopiques 2C-S.F.G.
(Two Colour - Sum Frequency Generation) réalisées dans les mêmes
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conditions par le Dr C. Humbert [25].
Préparation
Chaque porphyrine est diluée séparément dans du dichlorométhane
(10−3M) pendant 10 minutes au bain à ultrasons. Les monocristaux de
platine utilisés sont immergés dans la solution appropriée et conservés
dans le noir dans un récipient clos, pendant au moins 18 heures. Les
échantillons sont enfin rincés abondamment au solvant et passés au bain
à ultrasons pendant une minute (pour ôter toute multicouche éventuelle
ou agrégat formé lors du dépôt). Les détails concernant les produits
utilisés sont exposés en annexe B.
6.1.1 Recouvrement et conformation
Les images S.T.M. obtenues sur des monocouches de TPD, PPIX et
ZnPPIX adsorbées sur Pt(111) sont présentées aux figure 6.1A, 6.1B
et 6.1C, respectivement. Le pourcentage visible de recouvrement peut
être calculé par une procédure Matlab simplifiée. Une hauteur-seuil est
d'abord déterminée dans l'histogramme de l'image S.T.M. de base. Ceci
nous permet d'obtenir une image à deux couleurs (binaire). Une de ces
deux couleurs représente les molécules, alors que l'autre constitue le
substrat. Le nombre de pixels de chaque couleur est ensuite compté et
un rapport calculé. Les valeurs ainsi déterminées représentent le taux
de recouvrement de chaque porphyrine constituant les films organiques
sur le platine. Pour la TPD, cette technique indique un recouvrement
de 83%, alors que la PPIX et la ZnPPIX atteignent 76 % et 70 %,
respectivement. Les images de la figure 6.1 indiquent clairement un taux
plus élevé de recouvrement pour la TPD que pour la PPIX, elle-même
plus présente en surface que la ZnPPIX. La structure des molécules y
est également représentée.
Pour déduire l'épaisseur moyenne du film, des courbes transversales
ont été réalisées sur chaque image. Pour la TPD, l'épaisseur du film
est estimée entre 1.5 et 2.5 nm. Ces valeurs constituent des limites
maximales pour un processus d'adsorption où les molécules se trouve-
raient droites (perpendiculaires au substrat) et liées au substrat par
l'atome de soufre. Pour la PPIX et la ZnPPIX, l'épaisseur est comprise
entre 0.3 et 0.5 nm par rapport à la surface métallique, i.e. en bon
accord avec des molécules liées de manière covalente au substrat par
leurs groupements carboxyles. L'information principale déduite de ces
mesures est que les films de porphyrines constituent des couches assez
compactes. Nous pouvons également confirmer la présence d'une seule
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Fig. 6.1  Structure chimique et images S.T.M. (80 nm x 80 nm) de
monocouches de TPD (A), PPIX (B) et ZnPPIX (C), adsorbées sur
Pt(111).
monocouche moléculaire en surface après dépôt. Cependant, en ce qui
concerne les protoporphyrines PPIX et ZnPPIX, les mesures S.T.M.
ne peuvent avec certitude déterminer l'organisation des molécules au
sein de la monocouche. Pour aborder cette question, la spectroscopie
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optique non-linéaire 2C-S.F.G. a été utilisée.
Ces mesures spectroscopiques ont été réalisées, par le Dr C. Hum-
bert, sur des monocouches de TPD, de PPIX et de ZnPPIX. Les détails
les concernant sont exposés ailleurs [25]. Elles ont pu fournir des infor-
mations sur l'arrangement moléculaire et l'agrégation du film de TPD.
La présence d'interactions électroniques fortes entre les centres porphy-
rines de la TPD a été mise en évidence. Les systèmes pi entre molécules
voisines semblent donc se faire face. On peut parler d'empilement en
paquet de cartes, les molécules étant alors perpendiculaires au sub-
strat. Dans le cas de la PPIX, les spectres indiquent que les molécules
se tiennent plutôt debout sur la surface. Pour la ZnPPIX, les conclu-
sions sont opposées. Les données suggèrent une configuration avec des
centres porphyrines se trouvant couchés (plus parallèles) au substrat, ce
qui induit une structure moins dense du film, comme déduit des images
S.T.M. de la figure 6.1.
Des mesures similaires ont été obtenues sur les mêmes porphyrines
sur des substrats d'Au(111). Des essais ont également été réalisés avec
de la PPIX et de la ZnPPIX sur du graphite H.O.P.G. Les résultats
prometteurs sont cependant toujours en cours d'analyse et soumis à
l'épreuve de la reproductibilité.
6.1.2 Résumé
En résumé, nous avons pu mettre en évidence un haut taux de recou-
vrement de la surface de Pt(111) pour toutes les porphyrines analysées.
La hauteur des couches pour chaque type de porphyrine a également
été mesurée. La combinaison de ces données S.T.M. avec celles issues
d'expériences de spectroscopie non linéaire a révélé l'orientation et l'or-
ganisation des porphyrines sur le substrat.
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6.2 La protéine fluorescente verte (GFP)
La photosynthèse constitue un système naturel de conversion d'éner-
gie lumineuse en énergie chimique. Ce mécanisme est un élément fon-
damental dans beaucoup de processus photochimiques et photobiolo-
giques [216]. Différents dispositifs moléculaires artificiels ont en effet été
mis au point, en imitant les propriétés des systèmes photosynthétiques
biologiques. Des molécules telles que les porphyrines sont par exemple
étudiées en vue de réaliser de tels systèmes.
La fabrication de dispositifs biomoléculaires peut également être
réalisée grâce à l'adsorption de protéines [16]. Celle-ci a en effet été
intensivement étudiée ces dernières années, tant pour son intéret bio-
technologique que pour son aspect fondamental. Nous nous sommes
plus particulièrement intéressé à la protéine fluorescente verte (G.F.P. :
Green Fluorescent Protein). De nombreuses informations sont main-
tenant disponibles sur cette protéine en solution grâce, notamment,
aux techniques d'adsorption et de fluorescence [217, 218, 219]. Cepen-
dant, une connaisance précise de l'adsorption et de l'assemblage de cette
G.F.P. sur des substrats métalliques est indispensable pour la réalisa-
tion de capteurs biologiques efficaces. Malheureusement, la quantité de
données en phase adsorbée reste très limitée. Une des principales rai-
sons en est que peu de techniques permettent d'en étudier les propriétés
optiques et électroniques après adsorption.
Les protéines adsorbées gardent-elles les mêmes propriétés qu'en
phase liquide ? La combinaison de la microscopie A.F.M. et de la spec-
troscopie S.F.G. a permis de répondre à cette question. Dans ce contexte,
il est donc nécessaire de ne déposer qu'une seule monocouche de pro-
téine. La connaissance de l'épaisseur des couches moléculaires adsor-
bées, difficile à obtenir par les techniques usuelles, a constitué l'atout
majeur de notre technique A.F.M.
Les résultats présentés dans cette section sont directement reliés
à ce domaine de recherche. L'adsorption en monocouche de la G.F.P.
sur un substrat de platine a été analysée (en collaboration avec le Dr
L. Dreesen). Dans un premier temps, la structure de cette G.F.P. et
les propriétés qui en découlent, sont résumées. Les mesures A.F.M.
obtenues sont ensuite exposées et discutées.
6.2.1 Structure et propriétés
La protéine fluorescente verte (G.F.P.) est issue de la méduse Aequo-
rea victoria. Cette méduse émet de la lumière (figure 6.2). En réalité,
la G.F.P. agit comme une protéine fluorescente secondaire, recevant de
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Fig. 6.2  Résumé de la bioluminescence de Aequorea Victoria. L'ae-
quorine y est représentée par un rectangle vert (inactive) et un ovale
bleu (active). Le calcium ionisé est dessiné comme un cercle rouge et le
chromophore par un pentagone jaune (état excité) ou brun (état fonda-
mental). La G.F.P. est dessinée comme un cylindre vert. [221].
l'énergie d'aequorine activée, une autre protéine [220]. Ce processus est
résumé à la figure 6.2. L'aequorine est un complexe de 21.4 kDa com-
posé d'apoprotéine, d'oxygène moléculaire et de coelenterazine (penta-
gone violet de la figure 6.2). In vivo, lorsque l'aequorine est activée par
du Ca++ (sphère rouge de la figure 6.2), elle catalyse l'oxydation de
la coelentérazine en coelentéramide (pentagone jaune de la figure 6.2).
Cette coelentéramide se trouve alors dans un état excité. Elle retrouve
rapidement son état fondamental en émettant de la lumière à 470 nm,
qui constitue la lumière bleue générée par l'aequorine purifiée. In vivo,
un transfert d'énergie se produit de l'état excité de la coelenteramide
(complexé avec l'aequorine et du Ca++) vers la G.F.P. La protéine fluo-
rescente verte retourne alors dans un état fondamental en émettant de
la lumière à 508 nm, correspondant à la fluorescence verte observée.
La G.F.P. naturelle (wt-G.F.P. : Wild Type-G.F.P.), est une pro-
téine comportant 238 acides aminés, avec une masse moléculaire de 27
à 30 kDa. Elle est unique parmi les protéines fluorescentes dans le sens
où son fluorophore est composé de résidus d'acides aminés modifiés
(résidus 65 à 67 : Ser - DehydroTyr - Gly) au sein de la chaîne poly-
peptidique. Sa structure se caractérise par un tonneau β (d'environ 3
nm de diamètre et 4 nm de hauteur), construit à partir de 11 feuillets β
(en bleu sur la figure 6.3). A l'intérieur se trouve une hélice α (en rouge
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Fig. 6.3  Structure de la G.F.P. [26].
sur la figure 6.3) portant le chromophore (en vert sur la figure 6.3). La
wt-G.F.P. possède également deux cystéines (en jaune sur la figure 6.3),
la Cys70 et la Cys48, l'une située sur l'hélice interne et l'autre sur le
feuillet β 11, respectivement. La Cys48 peut être partiellement exposée
au solvant. On s'attend donc à ce qu'elle agisse comme point d'ancrage
sur les substrats ayant une forte affinité pour les fonctions thiols, tels
que le platine ou l'or.
Nos expériences ont cependant été réalisées sur des protéines fluo-
rescentes vertes mutantes (GFPmut2), issues de la G.F.P. naturelle. La
GFPmut2 diffère de la wt-G.F.P. par une triple substitution : Ser65Ala,
Val68Leu et Ser72Ala [222]. Elle a été produite (sous forme de protéine
recombinante) par le Centre d'Ingénierie des Protéines de l'Univeristé
de Liège [26]. Plusieurs raisons nous ont poussé à choisir cette protéine
mutante. Premièrement, la G.F.P. et ses mutants sont remarquablement
stables avec la température, le pH et l'intensité lumineuse [223]. De plus,
la GFPmut2 fluoresce de manière 35 fois plus intense lorsqu'excitée à
488 nm [26]. Ensuite, leurs propriétés optiques en solution ont été inten-
sivement étudiées par absorption et fluorescence [218, 224]. Finalement,
la G.F.P. est une molécule présentant un fort potentiel pour le dévelop-
pement de photodiodes et de commutateurs optiques [225, 226, 227].
Améliorer l'efficacité de ces dispositifs bioélectroniques nécessite une
connaissance accrue des propriétés structurelles et optiques après ad-
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Fig. 6.4  Images A.F.M. en mode contact de la surface de platine (A)
avant (480 nm x 480 nm) et (B) après (400 nm x 400 nm) immersion
dans une solution de GFPmut2 durant 18 heures.
sorption sur des surfaces métalliques. Il est donc utile de savoir sous
quelle forme ces molécules s'adsorbent et de vérifier si, après adsorp-
tion, elles conservent leurs propriétés.
6.2.2 Organisation
Dans le cadre de ces recherches, les mesures A.F.M. ont permis
l'évaluation du recouvrement de la surface par la protéine. Cette tech-
nique a été utilisée pour la détermination de l'épaisseur des couches
moléculaires.
Des images A.F.M. (en mode contact) caractéristiques sont présen-
tées aux figures 6.4A et 6.4B. Elles correspondent aux images obtenues
avant (figure 6.4A) et après (figure 6.4B) immersion et séchage du sub-
strat de Pt(111) dans une solution de GFPmut2 (70 µM in 20 mM
Tris-HCl tampon, pH 8.0, 250 mM NaCl), durant 18 heures. Les dé-
tails concernant les produits utilisés sont exposés en annexe B. Ces
images attestent bien de l'adsorption d'une couche homogène de pro-
téines. De plus, la surface de platine est relativement bien recouverte
par ces molécules. Dans chacune des images présentées, les zones plus
claires, entourées par des cercles blancs, sont dues à la rugosité du pla-
tine, résultant des recuits subis par la surface.
L'épaisseur de la couche adsorbée a été évaluée via une technique
déjà utilisée précedemment par d'autres groupes de recherche [228].
Elle consiste, lors d'expériences réalisées en mode contact, à acquérir
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Fig. 6.5  (A) Image A.F.M. en mode contact de la structure de la
surface de platine recouverte de GFPmut2 (1.6 µm x 1.6 µm). (B)
Image A.F.M. en mode contact de la même région, après balayage avec
une force importante sur la zone centrale de l'image (1.6 µm x 1.6 µm).
une première image (à grande échelle) de la surface recouverte de pro-
téines, en minimisant la force appliquée sur la surface par la pointe
(figure 6.4B). Ensuite, un agrandissement est réalisé sur une zone plus
précise. Une force importante est alors appliquée (contrôlée à l'aide de
courbes de force). Le but est ici de véritablement racler la surface avec
la pointe A.F.M., à la manière d'un balai. Les protéines de la surface
sont alors poussées vers les extrémités de la zone balayée par la pointe.
Après minimisation de la force appliquée, il est alors possible de vi-
sualiser (après un zoom arrière) l'aire nettoyée, comme présenté à la
figure 6.5B. Au centre de la figure se trouve maintenant dessiné un
carré. Celui-ci représente la surface du substrat, nettoyée des protéines
qui la recouvraient. Pour comparaison, nous présentons à la figure 6.5A,
une image de la surface avant sa modification par la pointe. Il est désor-
mais possible par cette technique de mesurer la différence de hauteur
entre les zones endommagées (sans molécules de G.F.P.) et intactes
(avec molécules de G.F.P.).
L'image obtenue après ce procédé (figure 6.5B) confirme bien l'ad-
sorption de molécules de G.F.P. sur le substrat. Des résidus sont en
effet visibles aux bords gauches et droits du carré central. Ces rési-
dus constituent sans nul doute des protéines poussées sur les côtés
par la pointe A.F.M., lors de l'application d'une force importante. De
plus, une courbe transversale réalisée, par exemple, le long de la ligne
blanche de la figure 6.5B, indique une valeur d'environ 2.5 nm entre
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Fig. 6.6  Courbe transversale obtenue le long de la ligne blanche de la
figure 6.5B
la hauteur de la zone nettoyée et la hauteur de la surface recouverte
de protéines (figure 6.6). Cette valeur représente donc l'épaisseur de la
couche de protéines. Nous ne pouvons cependant pas déterminer quelle
est l'orientation des protéines par rapport au substrat. Néanmoins, la
hauteur mesurée est plus faible que les dimensions caractéristiques de
la protéine (4 nm de hauteur et 3 nm de diamètre). Nous pouvons donc
conclure que les GFPmut2 se sont adsorbées à la surface du Pt(111) sous
forme d'une monocouche moléculaire. N'oublions cependant pas que le
mode contact est connu pour sous-estimer les hauteurs mesurées. En
effet, les pointes A.F.M. (en fonction de leur constante de raideur) ont
tendance à écraser plus ou moins légèrement la couche adsorbée lors de
la mesure (même après minimisation de la force appliquée). N'oublions
pas non plus que ces mesures ont été réalisées à sec, ce qui peut induire
des modifications de structure de la biomolécule.
6.2.3 Résumé
En conclusion, nous avons pu montrer que les molécules de GFP-
mut2 sont adsorbées sous forme d'une monocouche à la surface du
Pt(111). Cette information est très importante car elle a permis une
interprétation adéquate de mesures spectroscopiques réalisées sur ce
système [26]. Ces mesures ont établi que les protéines de GFPmut2
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conservaient pratiquement les mêmes propriétés électroniques en so-
lution et après adsorption. Ces résultats permettent d'envisager avec
enthousiasme la réalisation de systèmes bioélectroniques à base de pro-
téines adsorbées.
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6.3 Les interactions biomoléculaires
La reconnaissance moléculaire constitue un des aspects importants
des sciences de la vie. Cette reconnaissance se définit comme le résultat
d'interactions fortes et spécifiques entre deux molécules, sans que n'ap-
paraisse de liaison covalente ou ionique entre ces dernières. En réalité,
de telles interactions sont issues de liaisons faibles entre des surfaces
géométriquement complémentaires appartenant à des sites spécifiques
de deux molécules différentes. La reconnaissance entre un ligand et son
récepteur, entre un antigène et un anticorps, ainsi qu'entre brins com-
plémentaires de l'A.D.N. en sont les principaux exemples.
Par exemple, la reconnaissance moléculaire spécifique entre un li-
gand et son récepteur est nécessaire pour fournir une sélectivité adé-
quate, afin de réguler l'organisation élaborée des systèmes biologiques
complexes. Leur forte affinité l'un pour l'autre fait d'eux d'excellents
outils dans de nombreuses recherches, telles que dans les études impli-
quant les capteurs biologiques. Durant la dernière décennie, des progrès
significatifs ont été réalisés afin d'élucider la nature de ces interactions.
De plus, diverses méthodes biophysiques, ainsi que des traitements théo-
riques, ont contribué à de récentes avancées [229].
Par ailleurs, l'invention des S.P.M. a elle aussi motivé de nombreuses
recherches aussi bien en science des matériaux que, plus récemment, en
biologie et biochimie. L'A.F.M. notamment, permettant l'analyse de
matériaux isolants, est progressivement devenue très populaire car elle
s'adapte parfaitement à l'imagerie de matériaux biologiques. L'A.F.M.
peut également être utilisée comme un outil de mesure des processus
de reconnaissance moléculaire. La précision sur la position et la sen-
sibilité à la force permettent la détection de liaisons moléculaires. En
effet, la force d'interaction entre la pointe et l'échantillon peut être
mesurée en déplaçant la pointe perpendiculairement à la surface et en
mesurant la force agissant sur celle-ci. A l'aide de ces courbes force-
distance (ou courbes approche-retrait), des forces de l'ordre de 10 pN
(ou moins), résultant d'interactions intermoléculaires uniques, ont été
mises en évidence [230, 231, 232, 233, 234]. En attachant des biomo-
lécules complémentaires sur la pointe A.F.M. ainsi que sur le substrat
lui faisant face, cette capacité a été exploitée pour mesurer les forces
nécessaires à la séparation des molécules en interaction, telles qu'un
ligand et son récepteur.
La majorité des études mesurant des forces entre un ligand et son
récepteur, par exemple, se sont focalisées sur l'interaction de la biotine
avec l'avidine [235, 236, 237, 238]. Les raisons de la popularité de ce
complexe comme système modèle proviennent de ses caractéristiques
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Fig. 6.7  A gauche : Représentation d'une molécule de biocytine [27].
A droite : Structure tétramérique de l'avidine. Une représentation
schématique des quatre sous-unités, esquissées par quatre prismes hexa-
gonaux vides, est superposée à la structure de la protéine. Quatre bio-
tines occupent les quatre sites de liaison. [27].
structurelles et fonctionnelles uniques. Celles-ci incluent une forte affi-
nité (constante de dissociation de 10−13 à 10−15M) et une grande spé-
cificité de l'interaction. La symétrie centrale de l'avidine facilite son
orientation, laissant des sites de liaison libres sur la face non-accolée au
substrat. Au cours de nos expériences (réalisées en collaboration avec le
Dr L. Dreesen), nous avons d'abord voulu vérifier, par microscopie de
force, l'adsorption d'une couche de biocytine à la surface d'un substrat,
le fluorure de calcium. La spectroscopie de force, réalisée à l'aide de
pointes A.F.M. fonctionnalisées, a de plus permis la quantification de
l'interation mesurée entre la biocytine et l'avidine. Mais auparavant,
intéressons-nous de plus près à ce  couple moléculaire  si particulier.
6.3.1 La biotine et l'avidine
Le système ligand-récepteur étudié est donc le système biotine /
avidine ou plus exactement, le système biocytine/avidine. La biotine est
une vitamine (la vitamine H). Sa formule chimique est C10H16N2O3S.
La biocytine, qui est la molécule réellement utilisée (C16H28N4O4S) est
le résultat d'une liaison covalente entre une molécule de biotine et un
groupement amine d'un résidu lysine (C6H14N2O2). La structure de
cette molécule est représentée dans l'image de gauche de la figure 6.7.
L'avidine quant à elle est une protéine tétramérique (15 800 Da /
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Fig. 6.8  Surface du fluorure de calcium (A) avant (5 µm x 5 µm) et
(B) après (5 µm x 5 µm) immersion dans une solution contenant de la
biocytine.
monomère). On la trouve en faible quantité dans le blanc d'oeuf, par
exemple. Ses quatre sous-unités se replient en quatre tonneaux β Ces
tonneaux sont schématisées par les prismes hexagonaux (jaunes) dans
l'image de droite de la figure 6.7. Cette figure indique également les
quatre sites de liaison pour quatre molécules de biocytine. La liaison de
l'avidine avec la biotine (biocytine), bien que non-covalente, est extrê-
mement forte avec une constante de dissociation (Kd) ≈ 10−15M, c'est-
à-dire plus de trois ordres de grandeur supérieure à celle des constantes
d'interactions antigène-anticorps.
6.3.2 Adsorption
Cette section présente l'adsorption de biocytine en surface du CaF2.
Des images A.F.M. typiques de la surface du substrat avant et après
dépôt de biocytine sont présentées aux figures 6.8A et 6.8B, respecti-
vement. Les couches de biocytine ont été préparées en immergeant le
substrat de CaF2 dans une solution 10−2M de biocytine dans du 2,2,2-
trifluoroéthanol (T.F.E.) pendant deux heures. Un rinçage abondant
au T.F.E. et un séchage sous flux d'azote ont été ensuite réalisés. Les
détails concernant les produits utilisés sont exposés en anexe B.
La surface du substrat vierge (figure 6.8A) présente un certain
nombre de plateaux séparés par des crevasses. Des griffes de polissage
sont également visibles. La rugosité moyenne mesurée est d'environ 5.0
nm. Après dépôt de biocytine, la surface présente une structure légè-
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rement différente (figure 6.8B). Des zones plus nuageuses, sous forme
plus ou moins linéaire, orientées suivant une des diagonales de l'image
sont maintenant visibles. La rugosité mesurée est d'environ 7.0 nm. Les
structures observées et les rugosités mesurées nous indiquent donc que
le dépôt de biocytine est bien présent en surface de l'échantillon. La dif-
férence des rugosités mesurées (7.0 nm - 5.0 nm = 2.0 nm) correspond
de plus assez bien à la longueur d'une molécule de biocytine, en sup-
posant un accrochage avec le substrat via le groupement carboxylique
terminal. Nous pouvons donc considérer un dépôt en monocouche.
6.3.3 Mesure de force
Le mode opératoire utilisé lors des mesures de l'interaction biocy-
tine/avidine est le suivant : le substrat de CaF2 est recouvert d'une
couche de biocytine, alors que la pointe est enveloppée de molécules
d'avidine. Cet accrochage de molécules d'avidine est réalisé en trem-
pant la pointe A.F.M. durant 30 secondes dans une solution d'avidine
(HEPES 10−2M, pH 7.4). Les pointes ont préalablement été nettoyées à
la solution piranha et rincées à l'eau. Les détails concernant les produits
utilisés sont exposés en annexe B. Une fois montée sur le microscope, la
pointe est approchée progressivement de la surface et la force d'interac-
tion entre ces deux éléments est mesurée. Cette mesure de l'interaction
entre la pointe et la surface est déterminée à partir de changements
dans la déflexion du levier, comme détaillé au chapitre 2.
Les courbes de force de la figure 6.9 consistent en une courbe d'ap-
proche (courbe noire), suivie d'une courbe de retrait (courbe rouge).
Une courbe de force représentative de l'interaction biotine/avidine, réa-
lisée à l'aide d'une pointe A.F.M. fonctionnalisée, est présentée à la
figure 6.9A. Durant la phase d'approche, la pointe fonctionnalisée par
de l'avidine est amenée au contact de la surface biotinée. Aucune in-
teraction n'est détectée entre les surfaces jusqu'à ce qu'elles entrent en
contact. Des liaisons formées entre la biotine et l'avidine forcent le levier
à se tordre vers le bas, alors que la pointe est en phase de retrait (i.e.
le levier est tiré vers le haut). La force exercée sur les liaisons biotine-
avidine est de plus en plus forte, à mesure que la pointe est écartée de
la surface. La pointe reste en fait en contact avec l'échantillon jusqu'à
ce que la constante de raideur du levier soit supérieure au gradient de
la force interfaciale : il y a alors rupture de la liaison biotine-avidine.
La transition verticale abrupte dans la courbe de retrait correspond à
ce point de séparation avec la surface. L'amplitude de cette transition
verticale constitue en réalité la force adhésive des interactions entre
la biocytine et l'avidine. Dans notre cas, cette force est évaluée à 6
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Fig. 6.9  Courbe de force, sondant l'interaction biotine-avidine. Les
trajets aller et retour de la pointe sont respectivement représentés par
les courbes noires et rouges. (A) La pointe est fonctionnalisée avec de
l'avidine et le substrat est recouvert de biotine. (B) le substrat est
recouvert de biotine et la pointe n'est pas fonctionnalisée.
µN. En considérant la valeur d'une interaction équivalent à 200 pN,
nous pouvons calculer que le nombre de complexes biotine-avidine im-
pliqués dans cette mesure est de plusieurs dizaines de milliers d'unités.
Cette valeur bien que très élevée est cependant possible, même lorsque
le contact est limité à l'apex de la pointe A.F.M. Plusieurs facteurs
en sont responsables. Il faut d'abord considérer la taille de la pointe,
qui reste macroscopique par rapport à une molécule de biocytine, par
exemple. Nous devons également tenir compte d'une certaine indenta-
tion de la pointe dans la surface.
Plusieurs contrôles ont été effectués afin de confirmer que l'adhé-
rence détectée dans la courbe de force est bien due à l'interaction
spécifique entre la biotine et l'avidine. Premièrement, plusieurs cycles
d'approche-retrait ont été réalisés et indiquent des résultats similaires.
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Ceci laisse supposer que les molécules de biotine sur la surface n'ont pas
été enlevées lors du processus. En effet, si les forces mesurées étaient les
forces nécessaires pour ôter les molécules de biotine de la surface plutôt
que l'interaction biotine-avidine, les molécules de biotine seraient res-
tées attachées aux avidines de la pointe et on n'aurait donc plus d'inter-
action possible. Aucune reproductibilité n'aurait alors été observée. Par
un raisonnement similaire, les forces mesurées ne semblent pas corres-
pondre à celles fixant les molécules d'avidine sur la pointe. Des mesures
réalisées avec des pointes non fonctionnalisées n'indiquent la présence
d'aucune force d'adhérence, comme montré à la figure 6.9B. Enfin, la
surface d'avidine fut également trempée dans une solution de biocytine
avant la réalisation des courbes d'approche-retrait, la rendant inactive.
De cette manière, tous les sites de liaison des avidines sont complète-
ment saturés en biocytine. Aucune force significative d'adhérence n'a
été observée.
Ceci démontre que la liaison biocytine-avidine a été brisée lors des
courbes de forces réalisées à l'aide de pointes fonctionnalisées avidine
(figure 6.9A). En effet, si, par exemple, le lien moléculaire s'était rompu
entre les sous-unités d'avidine, à l'instar de la liaison réversible biotine-
avidine, ils ne se seraient pas reformés aisément au cours du rappro-
chement entre les deux surfaces, lors du cycle suivant. Dans ce cas, une
rapide diminution de la force d'adhérence se serait produite au cours
de plusieurs cycles successifs.
Dans la littérature, la plupart des études sur ce système présentent
des résultats pour lesquels l'avidine est déposée sur le substrat alors
que la pointe est fonctionnalisée par de la biotine [231, 233, 239, 240],
ce qui fondamentalement ne devrait pas modifier la physique du pro-
blème. De plus ces autres groupent de recherches présentent une bien
meilleure précision sur leur mesure, pouvant aller jusqu'à l'identifica-
tion de la rupture d'un seul lien biotine-avidine [234, 235, 237]. Les
résultats présentés dans cette thèse en sont encore bien loin. Il serait en
effet opportun d'améliorer la méthode de fonctionnalisation des pointe.
Les microleviers A.F.M. constituent également un facteur très limitatif
lors de la précision des mesures. En effet, les leviers utilisés présentent
une constante de raideur de plusieurs dizaines de newton par mètre, ce
qui est relativement élevé pour des mesures de contact. La plupart des
mesures de force d'interaction sont obtenues avec des laviers ayant des
constantes de raideur d'au plus un dizième de newton par mètre.
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6.3.4 Résumé
Le système biocytine-avidine étudié représente un capteur de surface
sur lequel nous avons réalisé des mesures microscopiques confirmant la
présence d'un dépôt moléculaire en surface. Nous avons également mon-
tré qu'en utilisant des pointes fonctionalisées, l'A.F.M. pouvait être
employé à mesurer les phénomènes de reconnaissance moléculaire. Il
semble évident que cette technique reste à améliorer si l'on désire me-
surer la valeur d'une seule interaction. De manière plus générale, ces
mesures sont cependant suffisantes pour mettre en évidence la présence
de biocytine en surface du CaF2 et d'avidine sur la pointe (via la mesure
de leur interaction), d'une manière rapide et efficace. Ces mesures de
force pourraient être appliquées à l'identification d'autres interactions
biomoléculaires ou pour cartographier la distribution des sites d'inter-
action.
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L'année 2006 marque les 25 ans de la S.T.M., mais également les 20
ans de l'A.F.M. Ces techniques relativement récentes sont rapidement
devenues incontournables dans les laboratoires de physique des sur-
faces. Depuis leur création, les scientifiques tentent régulièrement d'élar-
gir leur champ d'application. Ainsi, ces nanoscopes ont rapidement été
employés à l'étude de matériaux organiques et de biomatériaux. Depuis
plus d'une décennie maintenant, les problèmes liés à l'application de ces
techniques au monde du vivant ont progressivement été atténués mais
restent, dans bon nombre de cas, toujours bien présents. C'est dans ce
contexte que s'est déroulée cette thèse de doctorat. Tout au long de
ce manuscrit, nous avons pu surmonter les difficultés liées à cette ima-
gerie, ce qui nous a permis d'étudier différents processus et matériaux
biologiques, en vue d'applications bio- et nano-technologiques.
Dans ce contexte, l'étude des interactions entre molécules, régissant
leur organisation et propriétés à l'échelle nanométrique, représente un
défi considérable, tant du point de vue scientifique que technique, en
regard des applications technologiques qui en découlent. Il est alors
nécessaire de mettre en oeuvre des techniques d'études structurales
et physico-chimiques possédant une résolution suffisante. Nous nous
sommes donc attelé à développer les potentialiés de techniques nano-
scopiques, telles que la microscopie à effet tunnel à balayage et à force
atomique, pour les appliquer à l'étude de divers types de matériaux
biologiques et de biomatériaux.
Le premier exemple en est l'étude de molécules ayant la propriété
de s'organiser spontanément sur des surfaces métalliques, constituant
des monocouches auto-assemblées, des S.A.M.s.
Nous nous sommes d'abord intéressé à l'étude de molécules orga-
niques physisorbées (sections 3.1 et 3.2). Les images S.T.M. obtenues
révèlent une structure lamellaire bidimensionnelle d'esters de cire (pal-
mitate de palmitoyl) [17] et d'acides gras (acide laurique et palmi-
tique) [18] à l'interface phényloctane/graphite. Dans le cas de couches
d'esters, des images à très haute résolution ont permis de déduire que les
molécules sont couchées sur le substrat, le plan formé par la chaîne car-
bonée étant perpendiculaire à la surface de graphite. Cette organisation
a pu être déterminée grâce à l'utilisation de pointes S.T.M. chimique-
ment modifiées. L'étude d'acides gras démontre également la transpo-
sabilité de ce procédé des pointes fonctionnalisées à d'autres systèmes.
Cette technique novatrice permet une très bonne résolution, là où des
pointes non modifiées n'ont jamais apporté de résultats concluants. De
plus, la différence de contraste, obtenue grâce à deux types de fonction-
nalisations (4-MBA et 4-MT), a mis en évidence la position et l'orien-
tation des groupements esters au sein de la couche et de la molécule.
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Ces résultats ouvrent de nouvelles perspectives, notamment dans le do-
maine du greffage de fonctions chimiques sur des nanostructures. Les
applications éventuelles de cette technique des pointes S.T.M. fonction-
nalisées semblent énormes dans tous les domaines utilisant la distinc-
tion de fonctions chimiques telles que dans les films moléculaires ou de
Langmuir-Blodgett, par exemple.
Nous nous sommes également intéressé aux couches moléculaires
chimisorbées. En comparant les résultats obtenus sur des couches de
décanethiol et de décylthiocyanate sur Au(111) [20], l'influence de la
nature du groupement chimique en interaction avec le substrat sur l'or-
ganisation des molécules a clairement été mis en évidence. En plus de
l'apport scientifique indiscutable de cette étude, l'imagerie à l'échelle
atomique de telles couches déposées en milieu liquide sur des sub-
strats d'or fournis commercialement et imagées à l'air et à
température ambiante représente un véritable défi qui a été relevé
avec succès. L'importance des couches intermédiaires, du type alcane-
thiol ou dérivés, utilisés dans la réalisation de capteurs biologiques,
n'est plus à démontrer et justifie cette étude. Il convient cependant de
noter que d'autres facteurs influencent l'organisation de telles couches.
La maîtrise de la technique S.P.M. doit nous permettre d'aller plus
loin dans cette voie, en investiguant l'influence sur l'organisation mo-
léculaire de divers facteurs (température, nature du substrat [142] ou
incursion de groupements fonctionnels dans la chaîne aliphatique, par
exemple).
Un second exemple se rapporte à l'imagerie de molécules d'A.D.N.
et de complexes polymère / A.D.N. à l'aide du microscope à force ato-
mique [21]. Ces expériences ont démontré une approche originale qui
révéla l'effet de facteurs structurels des complexes sur l'efficacité de
transfection. Nous avons démontré que l'A.F.M. pouvait fournir des in-
formations sur les facteurs cruciaux (taille et forme) dont nous devons
tenir compte dans l'élaboration de nouveaux vecteurs de transfection
efficaces. La détermination du degré de condensation (taille et forme)
des complexes élaborés a particulièrement retenu notre attention. Nous
avons alors tenté de corréler cet état de condensation avec l'efficacité
de transfection des polyplexes correspondants.
Dans le cas de complexes binaires (complexes P.D.M.A.E.M.A. /
A.D.N.), l'efficacité de transfection semble suivre l'état de condensa-
tion des complexes. Des structures faiblement condensées produisent de
faibles efficacités. A l'inverse, des structures compactes présentent un
fort rendement de transfection. Les images obtenues sur des composés
ternaires (copolymère/ polymère/ A.D.N.) indiquent que la méthode de
préparation élaborée en deux étapes empêche durant la condensation de
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l'A.D.N. l'interférence du P.E.G. avec le polymère (P.D.M.A.E.M.A.).
Les tailles plus élevées des complexes ternaires, par rapport aux bi-
naires, sont en accord avec l'hypothèse de l'association ultérieure du
copolymère, avec les complexes binaires de P.D.M.A.E.M.A. / A.D.N.
déjà préformés. Les efficacités de transfection étant similaires entre les
deux types de complexes, nous pouvons supposer que, dans ce cas, leur
taille, prise isolément, n'est pas un facteur critique dans le processus de
transfection, du moins jusqu'à un certain point. Les résultats obtenus
sur les complexes à base de SuperFect tentent de mettre en évidence
le rôle de l'architecture du polymère sur la morphologie des complexes.
Prise isolément, celle-ci ne semble pas non plus, jusqu'à un certain
point, un facteur critique dans le processus de transfection.
De manière générale, nos expériences montrent que la taille opti-
male des polyplexes peut varier en fonction de la composition des po-
lyplexes et diffère clairement pour les complexes binaires et ternaires.
Des mesures réalisées par dispersion dynamique de lumière (D.L.S. :
Dynamic Light Scattering), réalisées par le Dr Ch. Grandfils (C.I.B.,
Ulg), semblent confirmer nos mesures. Il serait cependant opportun, à
l'avenir, de réaliser ces expériences en solution aqueuse, se rapprochant
ainsi des conditions physiologiques, dans lesquelles se trouvent les com-
plexes et permettant une meilleure comparaison des résultats obtenus
par d'autres techniques.
Par la suite, nous nous sommes longuement consacré aux bioma-
tériaux, avec l'étude des méthodes de préparation des implants métal-
liques [23]. Dans ce cadre, la caractérisation de la croissance d'apatite
sur de l'oxyde de tantale a été très fructueuse. Il s'agissait dans ce
cadre de déterminer le rôle du greffage sur l'oxyde d'une monocouche
de silane fonctionnalisée sur la croissance de l'apatite.
Quatre types de couches (différentes par leur groupement termi-
nal) ont ainsi été étudiés. Nous avons alors pu mettre en évidence,
par l'imagerie de phase, la dynamique de croissance d'apatite sur des
couches auto-assemblées d'organosilanes. Des mesures de rugosité in-
diquent également des cinétiques de croissance différentes en fonction
des propriétés de la couche intermédiaire. Des données X.P.S. (réali-
sées par D. Aubry et Pr Z. Mekhalif, C.E.S.) confirment ces constata-
tions [22]. Nous avons également pu confirmer, par nos images A.F.M.,
que la vitesse de croissance de l'apatite augmente, selon son affinité
avec les groupements terminaux étudiés, en suivant l'ordre :
C = C < −OH < −COOH < −PO4H2
L'élaboration de biomatériaux, et particulièrement ceux appliqués
aux implants métalliques détaillés dans cette thèse, nécessite quelques
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améliorations. En effet, il serait utile d'augmenter la qualité de la couche
intermédiaire. Les organosilanes ainsi déposés ne présentaient en effet
pas un taux de recouvrement très élevé. L'augmentation du pourcen-
tage de modification des groupements terminaux de ces mêmes couches
faciliterait également le processus de croissance d'apatite.
Cette thèse se termine par un chapitre abordant plusieurs études
centrées sur des applications (bio)technologiques. Divers systèmes mo-
léculaires et biomoléculaires ont été sélectionnés pour leur implications
futures dans des dispositifs bioélectroniques notamment.
Les molécules de porphyrines représentent l'un d'entre eux. Ces
dernières sont particulièrement intéressantes dans l'élaboration d'inter-
rupteurs moléculaires et de capteurs solaires, par exemple. Nous nous
sommes attardé sur trois porphyrines différentes (PPIX, ZnPPIX et
TPD) adsorbées sur du Pt(111). Pour chacune d'entre elles, l'organi-
sation moléculaire, ainsi que la nature des interactions intermolécu-
laires ont pu être identifiés. Nous avons ainsi pu déterminer le pourcen-
tage de recouvrement du platine par chaque porphyrine. L'épaisseur
des couches a également été calculée. Ces mesures ont alors permis
de conclure que chaque porphyrine forme des monocouches sur Pt(111)
(dans nos conditions de préparation et d'imagerie). Nos résultats S.T.M.
ont été corrélés avec des mesures de spectroscopie non-linéaire. Dans
le cas de la TPD, tout s'accorde pour dire que les molécules s'empilent
en paquets de cartes, les molécules étant perpendiculaires au substrat.
Dans le cas de la PPIX, nous avons déduit que les molécules se tiennent
plutôt debout sur la surface. Pour la ZnPPIX, les conclusions sont op-
posées. Les données suggèrent une configuration avec des centres por-
phyrines se trouvant plutôt couchés sur le substrat, ce qui induit une
structure du film moins dense, comme on peut le déduire des images
S.T.M. Cet exemple montre clairement l'apport complémentaire indé-
niable de ces techniques S.P.M. dans l'étude de tels systèmes.
Nous nous sommes également focalisé sur des dispositifs biomolé-
culaires, d'application directe en biotechnologie notamment. Il s'agit
de systèmes réalisés grâce à la formation de protéines adsorbées sur
un substrat. Une connaissance précise de tels adsorbats est essentielle
à l'élaboration de capteurs biologiques puissants. Dans ce contexte, le
choix de la G.F.P., déposée sur un substrat de Pt(111), nous a semblé
judicieux. Nous avons ainsi pu constater la présence d'une monocouche
de protéines avec des propriétés électroniques identiques à celles obte-
nues en solution.
Finalement, des courbes de force ont été utilisées pour quantifier
la reconnaissance spécifique entre deux molécules complémentaires. En
accrochant une molécule sur la pointe et en déposant son complémen-
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taire sur le substrat, nous avons pu mesurer la force de l'interaction
entre la biotine et l'avidine. Ce résultat ouvre de nouvelles perspectives
dans le domaine de la reconnaissance moléculaire. Ce système pourrait
être appliqué pour différencier des interactions biomoléculaires entre
des anticorps présentant différentes affinités de liaison ou pour carto-
graphier des distributions des sites de liaison fonctionnels en surface.
En conclusion, nous avons, au cours de ce travail de recherche,
étudié nombre de systèmes organiques et de biomatériaux. Ces ana-
lyses, réalisées à l'aide d'un microscope à effet tunnel à balayage et
à force atomique, ont constitué des points centraux dans la compré-
hension et l'analyse des phénomènes et systèmes biologiques. Les dif-
férents exemples étudiés démontrent que ces techniques apportent des
informations essentielles dans ces domaines. Deux résultats importants
viennent confirmer cet aspect novateur : il s'agit, dans un premier
temps, de la fonctionnalisation des pointes S.T.M. permettant la lo-
calisation de groupements chimiques et, dans un second temps, de la
mesure de la force d'interaction entre deux molécules biologiques lors
de leur reconnaissance.
En dehors des études topographiques standard, les possibilités de ces
techniques microscopiques (S.T.M. et A.F.M.) restent, dans la plupart
des cas, sous-estimées et sous-employées. Les propriétés tribologiques
des surfaces (modifiées ou pas) semblent néanmoins de plus en plus
étudiées par microscopie de force latérale (ou mode friction). Les pro-
priétés physico-chimiques par exemple, identifiées par imagerie de phase
notamment, apportent des informations importantes et un contraste in-
égalé dans de nombreuses recherches. De nombreux efforts restent en-
core à réaliser pour appliquer ces nanoscopies dans certains domaines
où elles sont encore trop peu utilisées, tels que les sciences alimen-
taires [241], ingénieurie (bio)chimique [242] ou pharmacologique [243].
Sur un plan plus personnel, ce travail de recherche m'a familia-
risé avec le domaine des composés organiques et des biomatériaux, ce
qui a nécessité un investissement important (notamment pour l'acquisi-
tion des notions et la compréhension des systèmes biologiques associés).
Elle m'a également ouvert au travail en équipe et m'a fourni la chance
de pouvoir collaborer avec de grands scientifiques de tous domaines
(physiciens, chimistes et biologistes). Je voudrais donc terminer en les
remerciant tous très sincèrement.
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Annexe A
Caractéristiques des leviers
A.F.M.
Les pointes A.F.M. utilisées au cours de cette thèse sont des pointes
 Olympus Tapping Mode Etched Silicon Probes . Leur caractéristiques
pratiques sont détaillées ci-dessous.
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Annexe B
Caractérisation des composés
chimiques utilisés
B.1 Chapitre 1
 Pointe en Pt/Ir : Fil de Pt/Ir (20%), 0.25 mm de diamètre (La-
borimpex, BE).
 Pointe en or : Fil d'or (99.99 + %), 0.25 mm de diamètre
 Ethanol : Merck (≥ 99.9 %), Lot : K32846483-404
 Acide sulfurique : Aldrich (95-98 %), Lot S28510-135
 Peroxyde d'hydrogène : Acros Organics (35 %), Lot : A010600701
 Acide 4-mercaptobenzoïque : Aldrich (97 %), Lot : 1074-36-8
 4-mercaptotoluène : Fluka Chemika (> 98 %), Lot : 435065-1
 Méthoxybenzènethiol : Aldrich (97 %), Lot : 3308-473
 Acide palmitoléique : Fluka Chemika (90-95 %), Lot : 372346-1
 Graphite H.O.P.G. : Advanced Ceramics (grade ZYH), 12 mm x
12 mm x 2 mm.
 Au(111) (Arrandee) : Arrandee, 11 mm x 11 mm x 0.2 mm
 Au(111) (Monocristal) : Goodfellow, 12 mm de diamètre et ∼ 3
mm d'épaisseur
 Pt(111) (Monocristal) : Goodfellow, 12 mm de diamètre et ∼ 3
mm d'épaisseur
B.2 Chapitre 2
 Difluorure de calcium : Foctek
 Tantale : Advent (99.98 %)
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B.3 Chapitre 3
 Palmitate de Palmitoyl : Sigma (99 %), Lot : 63H8362 et 67F8490
 1-phényloctane : Acros Organics (99 %), Lot : A015256401
 Acide palmitique : Fluka Chemika (> 99.0 %), Lot : 407610-1
 Acide laurique : Fluka Chemika (≥ 99.0 %), Lot : 446551-1
 Ethanol : Merck (≥ 99.9 %), Lot : K32846483-404
 1-décanethiol : Aldrich (96 %), lot : S18443-304
 1-décyl thiocyanate : Sigma (96 %), Lot : S345245
B.4 Chapitre 4
Les détails présentés dans le texte du chapitre, ainsi que dans la
référence [172].
B.5 Chapitre 5
 10-undécényltrichlorosilane : ABCR, M.W. : 287.740
 Borane : B2H6 1M/THF, Acros Organics, Lot : 521592-104
 Oxychlorure phosphoreux : POCl3, Sigma, Lot : 33746-030
 2,4,6-collidine : C8H11N, Merck, Lot : 6386182
 Acétonitrile : Aldrich (>99.8%), Lot : 0273456
 Acide chlorhydrique : Acros Organics (37 %), Lot : A015791201
 Peroxyde d'hydrogène : Acros Organics (35 %), Lot : A013543501
 Chlorure de potassium : VXR International Prolabo (99 %), Lot :
1519
 Permanganate de potassium : Fulka Chemika (> 99 %), Lot :
7722-64-7
 Hydroxyde de sodium : Aldrich (97 + %), Lot : 316180-293
 Chlorure de sodium : Merck (> 95.5 %), Lot : K29051704-146
 Chlorure de magnésium hexahydrate : Aldrich (99.99 %), lot :
431389-50G
 Chlorure de calcium hexahydrate : Aldrich (99.99 %), Lot : 470872-
50G
 Hydrogénocrbonate de sodium : Aldrich (99.7 + %), Lot : 13105-
114
 Hydrogénophosphate de potassium : Aldrich (99.99 %), Lot :
450200-5G-A
 Sulfate de sodium : Acros Organics (99 %), Lot : A019034601
 Chlorure de calcium : Acros Organics (96 %), Lot : A016888401
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B.6. Chapitre 6
B.6 Chapitre 6
 Protoporphyrine IX : Sigma (95 %), Lot : 092K1253
 Zn(II) protoporphyrine IX : Sigma, Lot : 04415HC
 Dichlorométhane : Sigma (99.9 %), Lot : 00559KC
 2,2,2-trifluoroéthanol : Fluka Chemika (> 99 %), Lot : 1098751
 Biocytine : Sigma, Lot : 023K5002
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